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The effect of vitamin B,2 on X-irradiation injuries in mice 


JUNG JIN KIM 


Damage to bone marrow is a constant, 
swiftly-developing, effect of ionizing radiation 
in mammals, both from external sources or 
after the administration of radioactive com- 
pounds. Many Authors expected that the 
recovery of individuals subjected to experi- 


‘mental radiation would be facilitated by the 


administration of haemopoietic factors such 
as folic acid and vitamin B,,. In man, after 
tadiation therapy, such an effect of folic acid 
has been reported (1, 2), but no haematological 
improvement was detected in rats (3) or 
pigs (4) after total body X-irradiation. Vi- 
tamin B,, also failed to modify the anaemia 
and leukopaenia of rats exposed to X-rays (5). 
The addition of large doses of vitamin By». 
to experimental diets has no significant effect 
on the survival of mice injected with P® in 
doses greater than the LDs9. Some protective 
effect was demonstrated with lower doses 
of P®? (6). 
The protective action of vitamin B,, on 
the long-lasting effects of X-irradiation has 
been investigated to some extent. Vi- 
tamin B,, was found to be active in increasing 
the levels of soluble sulphydryl compounds 
in blood, mainly glutathione (7), and to be 


involved in the pathways of conversion of 
glycine-2-C" to cysteine and glutamic acid (8). 

Marked protection is well known in several 
experimental conditions affecting liver enzy- 
mes (9). Specific protection was demonstrated 
in rat liver intoxication with CCl, with 
reduction of the histological changes, espe- 
cially fatty metamorphosis and the depletion 
of ribonucleic acid (10). 

Some negative data on the effect of vita- 
min By, on the survival of mice and rats 
after X-irradiation are reported by Ord and 
Stocken (11), but some protective effects have 
been obtained recently by Hank (12) by the 
injection of vitamin B,, for 3 wecks before 
the lethal radiation dose. 

The data reported in the literature suggested 
that it might be worthwhile to investigate 
the effects of vitamin B,, in different radio- 
biological conditions. 

The effect of vitamin B,, on the survival time 
of mice was tested after a single dose of radia- 
tion, or fractionated irradiations: body weight 
and haematological changes were also inve- 
stigated. In addition a new test was used: 
groups of rats pretreated with total body 
X-irradiation were submitted to CCl, injec- 
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TaBLe 1 — The effect of vitamin Byg on the survival of mice after single total body irradiation. 


r Treatment 
700 vitamin B;> 100 pg. (°)........... 20 
700 vitamin B;> 150 » (°).........:. 20 
600 vitamin B,2 100(°) 20 
600 vitamin 100 (°)................ 10 
600 vitamin B;2 100(°) ............... 10 
820 vitamin B;2 100 (°) 10 


% survival - days after irradiation 


100 go 45 10 ° ° 
100 100 100 30 10 Oicm 
100 90 40 10 10 0 =4 
100 go go 50 20 20 
100 100 80 §0 | — (*) os 
100 100 85 30 a 
100 100 70 20 — 
100 100 70 40 
100 100 40 | 
100 go 40 10 


(°) Vitamin B,, once before irradiation. (°°) Vitamin B,, once before and once a day after irradiation. (°°) Vitamin B,, once 


a day after irradiation. (*) Observation anded at 12 the day. 


tion under the conditions described below. 
Large necrotic areas in the liver are produced 
by this combination of treatments and the 
effect of vitamin B,., and of a well-known 
protective agent, cysteamine, was investi- 
gated quantitatively. 


MATERIAL AND METHODS 


Groups of homogeneous mice of average 
weight of 20 + 2 g. were used for all the 
experiments. 

In the first series of experiments, mice were 
submitted to a single dose of X-ray irradiation 
(600-700-820 r); in a second series to fraction- 
ated doses (100 r every other day) to a 
total amount of 1000 r. 

In both cases, vitamin B,, (Griseovit, 
Farmitalia, Milano) was administered at a 
dose of 50-100 or 150 wg., as specified in 
the Tables. 

Some groups of animals were treated with 
cysteamine (Lambratene, Bracco, Milano) 
at a dose of 60 mg/kg. intraperitoneally, as 
specified in Table 2. 

X-irradiation ~ The mice, fasted for 8 
hours, were exposed to total body X-irradia- 
tion: groups of 10 animals, restrained in a 
rotating aA cage, were irradiated using 
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a Philips-Villard X-ray apparatus, 161 KV, 
4 mA, focal distance 30 cm. 20,6 r/min, 
filter 0,3 mm. Cu and 1,0 mm Al 
(H. V. L. = 0,4 mm Cu). 


CCl, intoxication - Some groups of animals 
were injected with 0,1 ml 
of a 40% solution of CCl, in arachid oil, 
24 hours after total body irradiation with a 
single dose of 700 r. 

Some of the animals were treated for 4 
days with 100 yg./day of vitamin Bj», 
the first administration being on the day 
of the X-irradiation. 

All animals were killed by decapitation 72 
hours after the CCl, injection. 

The livers were rapidly excised, fixed in Susa 
solution, in paraffin and stained 
with haematoxylin-eosin. Necrosis, normal 
and atypical mitoses were investigated (13). 

Haematological examination — White cells 
of peripheral blood from mice irradiated with 
fractionated doses were counted in a Biircker 
chamber and the count expressed as cells/mm*. 

Peripheral blood samples from mice were 
obtained by the method of Golfeder et al. (14). 

Each group of mice was weighed at intervals 
of 3 days before and during the fractionated 
irradiation. 


TABLE 


Taste 2 — The effect of vitamin Byy and cysteamine on the survival of mice after fractionated total body 
irradiation (*). 

% survival — days after the beginning of X-irradiated 

Treatment of 

| 3 6 9 12 1§ 18 21 24 27 30days 

vitamin B;2 wg. 100/mice (**) ............ 20 go 85 80 75 65 60 40 35 35 25 

| cysteamine 60 mg/kg. (**) ................ 20 100 =: 100 go 80 80 80 70 70 70 70 

| 


RESULTS 


The survival times of irradiated mice injected 
with vitamin B,, are shown in Table 1. 

Some life-prolongation in irradiated ani- 
mals was observed in prelitninary experiments, 
not reported in the following tables, but not 
in the three experiments with single total 


body irradiation using different methods of 
vitamin B,, administration. 

In the experiments where mice received 
repeated doses of 100 r every other day to a 
total dose of 1000 r, vitamin B,, was admini- 
stered before each irradiation. The results 
were compared with those from irradiated 


TABLE 3 — Changes in body weight of mice during and after fractionated total body irradiation. 


body weight - days after the beginning of X-irradiation (g) 


Treatment 
} - 3 6 9 12 1s 18 21 24 27 30 
cane 22,1 21,1 21,4 20,3 20,3 20,2 19,2 19,0 18,6 18,5 18,8 
(10) (10) (9) (9) (9) (9) (9) (8) (6) (6) (4) 
a ee 20, 20,5 19,9 18,5 19,4 20,1 21,2 21, 19,8 20,4 21,0 
(20) (19) (18) (18) (16) (15) (13) (12) (10) (8) (7) | 
21,8 21,3 20,8 20,3 20,9 21,6 22,0 21,7 21,1 21.6 21,8 | 
(10) (10) (ie) (10) (9) (8) (8) (8) (7) (>) (>) 


Treatment no irradiation 


100 r 200 r r 
days ° 3 4 10 
RE ee 14.600 (9) 7.980 (10) 6.320 (5) 2.710 (9) } 
Vitamin B)> ........ 1§.700 (7) 7.180 (6) $.370 (4) 3.130 (9) 
| Cyitcamine ......... 14.900 (5) §.740 (5) 7.300 (5) 2.880 (5) 


brackets the number of animals. 
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(*) 100 r every other day (1000/ r in 21 days). (**) Vitamin B,> and Cysteamine injected intraperitoneally once daily. 
In brackets the number of the surviving animals. 
TaBLe 4 — White blood cell counts after irradiation. 


Treatment 


| 
| 
3 10 15,2 + 2,3 (*) 
6 irradiation + vitamin ............... 5 
| 7 irradiation + CCl, + vitamin B,> ...... 10 12,1 + 3,6 (*) | 


(*) Difference between groups 3 and 7 not statistically significant. 


controls and cysteamine treated animals. Vita- 
min B,, increased somenhat the survival time 
but this effect was not significant (Table 2). 

Table 3 shows the changes in body weight 
during and after fractionated irradiation. 
Animals treated with vitamin B,, and with 
cysteamine showed parallel changes in body 
weight, slight loss iol the first 9 days of 
irradiation followed by recovery, while the 
weight of the irradiated control animals 
diminished. 

There was no difference in the peripheral 
white blood cell counts between irradiated 
controls and vitamin B,, treated mice (Ta- 
ble 4). 

Quantitative measurement of the areas of 
necrosis present in the liver after X-irradiation 
and CCl, intoxication, and the normal and 
atypical mitoses counted in the areas are 
reported in Tables 5 and 6. 

There was no significant modification of 
histological changes after irradiation by vi- 
tamin By, treatment. 


DISCUSSION AND CONCLUSIONS 

A protective activity of vitamin By» against 
ionizing radiation could be postulated accord- 
ing to some experimental data. Lowered 
blood glutathione levels were observed in 
vitamin By, deficient animals by Ling and 
Chow (7) in rats and by Fergusson et al. 
(15) in chickens. Jaffé (16) found a lowered 
liver glutathione in vitamin By, deficient 
mice only in fasting animals. Glutathione 
rotects mice and rats when administered 
se X-irradiation (17). The mechanism 
of action of vitamin B,, in relation to the 
sulphydryl groups has not been clarified (18). 
It is however evident from the reported 
experimental data that vitamin B,., even when 
given at high doses before and after X-irradia- 
tion, shows only a slight protective activity. 

Some activity was observed when mice 
were submitted to fractionated total body 
X-irradiation; in this case, both survival time 
and body weight differed from those of the 


control group. No effect on the haematolo- 


TABLE 6 


| Number of 
Treatment peer 
irradiation + Vitamin B,2 + CCl, .. 10 
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Normal mitoses 
A 


| i a. of mitoses mean 4 ES. | n. of mitoses mean + E.S. 


“Atypical mitoses 
B/A 


| 
| 


17 + 0,6 34,1% 


4+ 0,9 


Atypical mitoses were observed only after treatment with Irradiation + CCl, and Irradiation + CCl, + vitamin B,). 


TABLE § 
| o 
| Number of | % necrotic area of Hitolosy | , 
reticular increase 
fatty metamorphosis 
large necrotic areas | 
reticular response 
$1 + 1,2 
55 + 1,7 
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gical changes was observed in any experiment. 
These data are consistent with the results 
obtained in man submitted to long-lasting 
X-ray therapy (19), but they are at variance 
with the results reported from animal expe- 
riments by Hank 

Another interesting observation is the 
failure of vitamin B,, to protect against the 
hepatic necrosis and atypical liver mitoses 
eed by treatment with CCl, and X-irra- 
diation. Vitamin B,, protection against liver 
injury produced by CCl, is, on the other 
hand, well demonstrated (10); it must be 
concluded, however, that the specific liver 
damage induced by X-irradiation and CCl, 
is not antagonized by vitamin Bj. 


SUMMARY 


Vitamin By, exerts a modest radioprotective effect 
in mice, submitted to a fractionated total body 
X-irradiation (10 doses of 100 r), but it is inactive 
against lethal single doses. Using a new test, the 
necrosis and atypical mitoses induced by combined 
CCl, and X-irradiation, vitamin By, is not active, 
despite its protective action against CCl, - induced 
liver damage. 


RIASSUNTO 


Effetto della vitamina Byg sulle lesioni da irradiazione 
nel topo. 


La vitamina Byg esercita un modesto potere radio- 
protettivo nel topo sottoposto ad irradiazione fra- 
zionata con raggi X (10 dosi di 100 r), mentre é 
inattiva contro dosi uniche letali. Anche sul test della 
necrosi ¢ delle mitosi atipiche indotte da CCl, ed 
irradiazione nel topo, la vitamina By é inattiva, pur 
esendo un ottimo protettore del tessuto epatico 
contro l’intossicazione con 


RESUME 


Effet de la vitamine Byg sur les lésions par irradiation 
chez la souris. 


La vitamine Byg exerce un modeste pouvoir radio- 
protecteur chez Ya souris soumise 4 irradiation frac- 
tionnée avec rayons X (10 doses de 100 r), alors 
qu’elle est inactive contre des doses uniques mortelles. 
Méme sur le test de la nécrose et des mitoses atypi- 
ues provoquées chez la souris par CCl, et Virra- 
on, la vitamine Byg est inactive, étant cependant 
un excellent protecteur du tissu hépatique contre 
lintoxication par CCl,. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Wirkung des Vitamins Byg auf die Strahlenschédigungen 
der Maus. 


Vitamin By iibt eine bescheidene strahlenschiit- 
zende Wirkung auf die mit X-Strahlen (10 Dosen 
zu 100 r) bruchweise bestrahlte Maus aus, wahrend 
es gegen einzige tédliche Dosen unwirksam ist. Auch 
in den Testen der Nekrose und der atypischen My- 
tose, die bei der Maus durch CCl, und Bestrahlung 
verursacht werden, erweist sich Vitamin Bj 9 unwirk- 
sam, obwohl es eine ausgezeichnete lebergewebe- 
schiitzende Wirkung gegen die Vergiftung mit CCl, 
aufweist.| 


RESUMEN 


Efecto de la vitamina By sobre las lesiones por irradiacién 
en el raton. 

La vitamina Byg ejerce un modesto poder radio- 
protectivo en el rat6n sometido a irradiacién frac- 
cionada con rayos X (10 dosis de 100 r), mientras 
resulta inactiva contra dosis tnicas letales. La vita- 
mina By, no obstante ser un Optimo protector del 
tejido hepatico contra la intoxicacién por CCly, 
resulta inactiva también en el test de fla necrosis y 
de las mitosis atipicas determinadas por CCl e¢ 
irradiacion en el ratén. 


REFERENCES 


(1) Watson C. J., Sepett W. H., McKetvery J. L. 
and Darr F. S. - J. Amer. Med. Sci., 1945, 210, 463. - 
(2) Davis P. L. - Amer. J. Med., 1946, 1, 634. -— (3) 
STEARNER S. P. - Proc. Soc. exp. Biol. (N. Y-.), 1948 
69, 518. — (4) Cronkite E. P., Tutus J. L., Tess- 
MER C. and ULtricu F. W. - Proc. Soc. exp. Biol., 
(N. Y.), 1950, 73, 496. — (5) Carter E. R., Buscu E. 
and Stranc V. - J. Haematol., 1950, 5, 753. — (6) 
CorNATzeER W. E., Artom C., Harreit G. T. jr. 
and Cayer D. - Proc. Soc. exp. Biol. (N. Y.), 1951, 
76, $52. — (7) Linc C. T. and Cuow B. F. - J. biol. 
Chem., 1953, 202, 445. — (8). ANDERSON E. I. and 
StexoL J. A. - J. biol. Chem., 1953, 202, 611. - (9) 
WituiaMs J. N. yr., Monson W. J., Harper A. E. 
and E.venjyem C. A. - J. biol. Chem., 1953, 202, 607. 
— (10) Popper H., Kocu-Weser D. and Szanro B. P. 
- Proc. Soc. exp. Biol. (N. Y.), 1949, 71, 688. — (11) 
Orp M. G. and Stocken L. A. - Physiol. Rev., 1953, 
33, 356. — (12) HANK A. - Communication at the IX 
Int. Congress Radiol., Miinchen, 1959. — (13) PALMA 
V., in press. (14) Gotpreper A., Couen L., 
Miiter C. and SincerR M. - Proc. Soc. exp. Biol. 
(N. Y.), 1948, 67, 272. — (15) Fercusson T. M., 
TRUNNEL J. B., Dennis B., Wape P. and Coucu J. 
R. - J. Endocr., 1957, 60, 28. — (16) Jarre W. G. - 
Proc. Soc. exp. Biol. (N. Y.), 1958, 97, 665. — (17) 
SmitH D. E., Parr H. M., Tyres E. B. and STrauBE 
R. L. - Proc. Soe. exp. Biol. (N. Y.), 1950, 73, 198. - 
(18) Coares M. E. and Porrsr J. W. G. - Ann. Rev. 
Biochem., 1959, 28, 439. — (19) Buracei G. - Haemato- 
logica, 1958, 43, 641. 


245 


( 
( 


OSPEDALI RIUNITI DI NAPOLI 
(Sovraintendente Sanitario: Prof. G. Marinelli) 


Adattamento enzimatico e variazioni del “ free-pool ” 
degli aminoacidi nella Escherichia coli 


R. PAGNOZZI 


Gli enzimi di un organismo vivente da un 
punto di vista biologico generale sono di due 
tipi: enzimi costituzionali legati a caratteri 
genici, la cui nell’essere vivente é 
indipendente dalla presenza del substrato meta- 
bolizzabile, ed enzimi definiti di adattamento, 
la cui azione é indotta dal substrato che deve 
essere metabolizzato e che scompaiono non 
appena tale substrato viene sottratto (1, 2). 

Gli esempi di enzimi di adattamento nei 
microrganismi sono ormai numerosi. 


Il B. cereus & capace di sintetizzare, rapidamente 
ed in forti quantita, una penicillasi, enzima che 
normalmente non é nel batterio, se noi aggiun- 
giamo penicillina a cellule cresciute in terreno privo 
della stessa (3, 4). 

Lo Pseudomonas aeruginosa non utilizza, come unica 
sorgente di carbonio, gli intermediari del ciclo degli 
acidi tricarbossilici (5), ma pud utilizzare tali ms 
strati dopo un periodo di adattamento. 

Stone e Wilson (6) hanno compiuto la stessa osser- 
vazione sull’Azobacter vinelandii. Lo Pseudomonas 
fluorescens (7), che utilizza il fumarato come unica sor- 
gente di carbonio, pud utilizzare il citrato adatta- 
tivamente. 

Vi sono mutanti di Aerobacter aerogenes cosiddetti 
C-, cioé incapaci di utilizzare certi acidi di- e tri- 
carbossilici come unica sorgente di carbonio. Tali 
ceppi sintetizzano un enzima di adattamento che 
permette l’utilizzazione di tali acidi (8, 9, 10). 

Il B.lactis aerogenes si pud adattare al glicerolo, 

alla proflavina, al d-arabinosio (11, 12, 13). 
_ LEccoli fenotipicamente sempre lattosio +, cioe 
in ogni caso utilizza il lattosio, o, in altri termini, 
possiede una f-galattosidasi. In alcuni ceppi la pre- 
senza dell’enzima non é condizionata dalla presenza 
del substrato, mentre per altri ceppi la capaciti di 
idrolizzare il lattosio ¢ indotta dalla presenza di 
questo zucchero nel terreno, cioé é un enzima di 
adattamento. 

La f-galattosidasi di adattamento ¢ l’enzima co- 
Pore appaiono identici sotto vari punti di vi- 
sta (2) 


Nel caso della sintesi indotta dalle ah graces 
un problema interessante ¢ quello degli induttori: 
come abbiamo visto, il lattosio ¢ induttore e sub- 
strato (2, 14), ma il melibiosio (glucosio-a-galatto- 
side) ed il galattosio sono induttori, ma non vengono 
metabolizzati: il tiofenil-S-galattoside un inibitore 
dell’enzima, ma non un induttore; il neolattosio é 
substrato, ma non induttore (15, 16). 

Aspetti simili ha la sintesi indotta dalla maltasi 
in cellule di lievito (17). 

I Saccharomyces cerevisiae, incapaci di crescere in 
ambiente ricco di Og, possono sintetizzare adatta- 
tivamente i citocromi. 

Altri enzimi adattativi sono la pectinasi del Rhi- 
zopus tritici (18) e la pectinesterasi del Botrytis ci- 
nerea (19). 

Uno dei problemi fondamentali nella com- 
plessa questione dell’adattamento enzimatico ¢ 
= inerente la sintesi, se si tratta di sintesi, 

ella molecola proteica dell’enzima. Le cono- 
scenze attuali sulle sintesi proteiche in genere 
e sulle attivita enzimatiche permettono di 
formulare alcune ipotesi. Nella cellula po- 
trebbe preesistere ]’enzima in forma inattiva 
e la funzione dell’induttore sarebbe di attivare 
tale forma. Si avrebbe, in altri termini, un 
processo del tipo attivazione del tripsinogeno 
in tripsina. L’altra possibilita é che la pe 
enzimatica si formi per un processo di sintesi 
vera e propria, utilizzando il corredo di ami- 
noacidi liberi della cellula, oppure di inte- 
grazione, sempre con gli aminoacidi, della 
molecola di un ipotetico precursore. 

Certo é che le cellule posseggono in loro stesse 
le pietre costitutive per la sintesi del nuovo en- 
zima. 

Stanier (20) e¢ Monod e Cohn (2), esaminando 
una serie di lavori di vari AA., hanno concluso che 
la sintesi della proteina enzimatica avviene anche 


in cellule in cui non c’é nessun apporto di azoto 
esogeno. 
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Monod (21) ha osservato che nei batteri non si 
ha formazione contemporanea di due enzimi, anche 
se essi non hanno tra di loro alcuna relazione me- 
tabolica, ma se ne sintetizza prima uno e, quando 
il substrato di questo si @ esaurito, si sintetizza l’altro. 

Spiegelman e Dunn (22) hanno osservato lo stesso 
fenomeno nelle cellule di lievito ed inoltre hanno 
visto che l’apporto di azoto esogeno sopprime l’in- 
terferenza nella sintesi tra i due enzimi. 

Questo fatto induce ad attribuire la causa di detta 
interferenza ad una carenza di sostanze azotate; cioe, 
in altri termini, gli aminoacidi sono i fattori condi- 
zionanti la formazione della nuova molecola proteica. 

anche vero pero che la formazione di un enzima 
adattativo € un processo che richiede energia: gli 
agenti, infatti, che impediscono l’utilizzazione del- 
lenergia liberata dal metabolismo, impediscono, 
altresi, la sintesi dell’enzima indotto (23, 24, 25). 

Virtanen (26) e Roine (27) hanno visto che il 
contenuto in aminoacidi liberi delle cellule di lievito 
degrada del 75% se tali cellule metabolizzano glu- 
cosio in assenza di apporto esogeno di azoto, ed 
in tali condizioni c’é una forte incorporazione nelle 
proteine strutturali di aminoacidi del _free-pool. 
Roine (27) ha visto inoltre che é sufficiente aggiun- 
gere alle cellule, per poco tempo, glucosio e radicali 
ammonici per avere un rapido arricchimento di 
N-aminico solubile. Halvorson e Spiegelman (28, 29), 
facendo diminuire il contenuto in aminoacidi liberi 
delle cellule di lievito, hanno osservato che si ha 
un abbassamento della capacita di sintetizzare la 
maltasi. Gli AA. hanno ottenuto questo impoveri- 
mento di aminoacidi facendo crescere le cellule in 
terreno privo di azoto. Una successiva incubazione 
aerobica per 15’ in mezzo contenente azoto (costituito 
da glucosio 2% ed idrolizzato di caseina 0,5 %) 
delle cellule in fase logaritmica, restaura, insieme 
al corredo di aminoacidi, la capacita di sintetizzare 
maltasi. 

Risultati analoghi hanno ottenuto Pinsky e Sto- 
kes (30), osservando I’effetto dell’idrolizzato di caseina 
sulla sintesi dell’idrogenliasi formica in E.coli. 

Che la restaurazione enzimatica sia conseguenza 
della restaurazione del free-pool di aminoacidi ¢é 
dimostrato da Spiegelman e Halvorson (31): questi 
AA. infatti hanno esaminato il comportamento, 
nei riguardi della sintesi della maltozimasi, di tre 
campioni di cellule del lievito. Il primo costituito 
da cellule in lag-phase viventi da 12 h in mezzo privo 
di azoto; il secondo di stesse cellule dopo 15’ di 
restaurazione del pool con idrolizzato di caseina 0,5 % 
e glucosio 2%; la terza quota costituita da cellule 
ulteriormente affamate per 60’. La restaurazione 
del pool provoca un enorme aumento della capacita 
di sintetizzare Venzima. L’ulteriore affamamento 
riporta la sintesi proteica a valori basali. 


Tutto quanto detto finora depone forte- 
mente per uno stretto parallelismo tra com- 
portamento degli aminoacidi del free-pool ¢ 
biosintesi enzimatica. 
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Con la presente ricerca noi ci proponiamo 
di esaminare se nella sintesi della £-galattos 
dasi da parte dell’E.coli ci siano variazioni sia 
qualitative che quantitative del corredo di 
aminoacidi liberi. Non é improbabile, infatti, 
che il pool degli aminoacidi beri delle cellule 
che sintetizzano un nuovo enzima sia differente 
da quello di cellule sviluppatesi nelle stesse 
niles ma non soggette all’induzione di 
una nuova molecola enzimatica. 

Notevoli sono state le difficolta per porci 
in condizioni ottimali. Abbiamo visto infatti 
che le variazioni del contenuto in azoto del 
terreno influenzano gli aminoacidi intracellu- 
lari non legati ed inoltre il pool degli amino- 
acidi liberi, necessari per la sintesi della nuova 
molecola proteica, oltre ad essere rifornito da 
apporti esocellulari, pud esserlo dall’idrolisi 
delle proteine labili costituenti le cellule. 

Esiste un accoppiamento tra processi di sintesi 
di alcune proteine ed idrolisi di altre: Spiegelman 
e Dunn (22), infatti, hanno dimostrato che l’indu- 
Zione di un nuovo enzima nelle cellule di lievito 
provoca un impoverimento di uno o pit enzimi 
costitutivi preesistenti nella cellula. Inoltre il 2-4- 
-dinitrofenolo (31°), l’azide di sodio (32), l’arseniato 
di sodio (25), se da una parte inibiscono le sintesi 


proteiche, dall’altra impediscono Tidrolisi delle 
proteine preesistenti. 


“Halvorson e Spiegelman (28, 29), studiando 
la sintesi della maltozimasi adattativa nel 
lievito, hanno ovviato a questi inconvenienti 
impoverendo il contenuto in aminoacidi liberi, 
affamando di azoto le cellule per un periodo 
tale che la cellula, per mantenere il normale 
ricambio delle proteine strutturali, & costretta 
a degradare il patrimonio di proteine labili, 
dopo di che una breve incubazione in terreni 
con idrolizzati di caseina permette la restau- 
razione unicamente del pool di aminoacidi 
liberi. La quota d’incorporazione nelle pro- 
teine degli aminoacidi del free-pool & influen- 
zata dall’energia disponibile ba parte della 
cellula. Infatti la biosintesi indotta raggiunge 
quote pit alte se le cellule lavate vengono 
sospese in un mezzo contenente il substrato 
specifico, fosfati od una fonte di energia 
(33, 34). Bisogna inoltre essere sicuri che tale 
energia non vari durante l’incubazione e una 
situazione del genere non é controllabile se 
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TaseLta I - Riassuntiva degli esperimenti condotti sull’adattamento alla f-galattosidasi dell’E.coli. 


Attivita f-galattosidasica (espressa in «M di O-nitrofenolo) per ora e per mg di peso secco cellulare 


di cellule adattate in terreno 56 
con solfato di ammonio 0,02 % 


di cellule adattate in terreno 96 + 
+ idrolizzato di caseina 0,5 % 


di cellule adattate in terreno $6 

| |a|B|c|p|e | Media| a| c 
jrh 1,00 | 0,95 | 0,98 | 0,54} 1,03} 0,98 | 0,53 | 0,64 | 0,57 
j2h 3,88 | 3,78 | 3,85 | 3,80| 3,79] 3,82 | 0,67 | 0,72 | 0,65 
| 3h | 4,62 | 4,54 | 4,37| 4,81 | 4,2 | 4,50 | 0,77| 0,64 | 0,79 
[4b [5:7 | 53 53 14:9 | 5.2 | 0,90 0,86 | 1,02 


(A, B, C, D, E: dati dei singoli esperimenti). 


linduttore anche metabolizzabile. Ma uti- 
lizzando come induttore il melibiosio, che é 
un induttore non substrato (15), e ponendoci 
nelle condizioni descritte da 
Spiegelman (28, 29), ci siamo trovati nelle 
dadecicnt ottimali per la determinazione delle 
eventuali variazioni degli aminoacidi liberi 
dell’E.coli adattata e non. 


MATERIALE E METODO 


E.coli, ceppo ML. 

Maltoso, solventi per cromatografia, sali minerali 
per terreno di cultura, caseina: Erba. 

Melibiosio (glucosio-e-galattoside): Pfarstierl. 
Aminoacidi e ninidrina: Merck; metilcellosolve: 
Fluka; trietanolamina: Boehringer; Niphegal (O-ni- 
trofenil-f-galattoside) sintetizzato col metodo di 
Seidman e Link (35). 


Media| A} B|C|D| E | Media | 
0,59 | 0,61 | 0,58 |0,94/1,50|2,01| 0,97, 1,80] 1,44 | 
0,69 |0,70} 0,68 (4,5 3:9 | 4:2 | 3,7) 4:7 42 | 
0,84 |0,76 | 0,78 |9.2 7.8 |8.4 | 75/9 | 
0,98 |0,91' 0,05 |12 | 10,4)9,8 | 11,4, 10,7} 10,8 
Terreno $56 di Cohen Bazide-Monod-Cohn: 


K 13,6 g; 2 g; MgSOq4.7H2O: 
0,2 g; CaCl: 0,01 g; FeSO4.7HgO: 0,0005 g. Si porta 
a pH 7,4 con KOH ed a 1000 ml con H,O distillata. 

Si aggiunge una soluzione dello zucchero prescelto 
come substrato (sterilizzato per filtrazione). 


Terreno di cultura. 


Terreno 56 a cui si aggiunge maltoso 2 mg/ml. 
Le culture si fanno sviluppare in bagnomaria a 37°C 
in agitazione. Questa concentrazione di maltoso fa 
da fattore limitante la crescita. Si arriva ad una den- 
sita batterica corrispondente a 0,7 + 0,02 mg di 
peso secco per ml. 


Terreno di adattamento. 


Culture sviluppatesi 15 h nel mezzo suddetto si 
diluiscono 1:100 nel terreno di adattamento costi- 
tuito da terreno 56 + maltoso 2 mg/ml. 

Si ripartisce la sospensione batterica in fiasche da 
100 cc contenenti 18 cc della sospensione e 2 cc di 
sol. 310-4 M di melibiosio. 


TabeLLA If — Aminoacidi di E.coli sviluppatisi per 15 h in terreno §6 standard con maltosio come substrato. 


(Vedi testo: Piano di studio degli aminoacidi), 


«M di aminoacidi per 100 mg di peso secco di cellule 


AMINOACIDI A | B | c D | E 
4,6 | 3,2 1,3 2,9 | 1,9 
ches 0,5 1,86 | 1,41 0,32 1,7 
Acido glutamico ........ 20,5 | 15,3 6,2 9,9 13,4 
Acido aspartico ......... 0,77 1,92 2,52 2.4 0,93 
Arginina 2,49 2,31 } 0,75 1,6 0,84 
$53 7,07 2,2 5,9 
2,99 1,33 0,89 2,04 0,92 
| Fenilalanina ............. 0,41 0,69 0,50 0,21 0,38 
Be ee 0,48 0,28 0,20 0,33 0,38 
1,10 | 1,12 1,00 0,34 0.44 
1,42 1,12 0,39 1,00 


(A, B, C, D, E: dati dei singoli esperimenti). 
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TABELLA III — Aminoacidi liberi di E.coli « affamati» di azoto. L’affamamento si ottiene riducendo j 
(NH,4)SO,q allo 0,0005%. Gli aminoacidi sono estratti da cellule dopo 2 h di affamamento. (Vedi testo 


Piano di studio degli aminoacidi) 


w#M di aminoacidi per 100 mg di peso secco di cellule 


(A, B, C, D, E: dati dei singoli esperimenti). 


Le fiasche sono poste in agitazione in bagnomaria 

Per determinare Il’attivita f-galattosidasica, allo 
scadere del tempo stabilito, si aggiunge una goccia 
di toluene e si fa agitare per 15’. In un gruppo di 
esperimenti di adattamento, abbiamo usato un 
terreno §6 in cui la concentrazione del solfato di 
NH,y era ridotto allo 0,02 % ed in un altro gruppo 
abbiamo aggiunto idrolizzato di caseina (0,5 %). 

Per affamare le cellule di azoto abbiamo ridotto 
il contenuto di (NHj4)gSO,q allo 0,0005 %. 


Determinazione dell’attivita B-galattosidasica. 
L’attivita #-galattosidasica si determina (36) do- 
sando 1’O-nitrofenolo liberato al minuto dal Niphe- 
gal da parte della f-galattosidasi che utilizza il 
Niphegal come substrato. 


In una cuvetta dello spettrofotometro Beckman 
D. U., si pongono: 
0,25 ml di sospensione batterica toluolata 
I ml di soluzione contenente Niphegal M/300 
1 ml di soluzione contenente NaCl M/8 
I ml di soluzione contenente cacodilato di trie- 
tanolamina M/1o a pH 7. 


Si legge a 4 420 mu. La cuvetta é termostatizzata 
a 28°C. 


Piano di studio degli aminoacidi. 


Lo studio degli aminoacidi liberi é stato effettuato 
anzitutto su cellule cresciute per 15h in terreno 56 
come tale + maltosio (tabella Il). 

Per altri esperimenti le cellule, dopo essere state 
coltivate per 15 h in queste stesse condizioni, erano 


Tasetta IV — Aminoacidi liberi di E.Coli « affamati» (vedi tabella III) dopo 5 h di affamamento. 


AMINOACIDI | B 
2,6 
2,3 
13,6 
1,69 
1,59 
4,52 
1,98 
0,48 
0,32 
0,76 
0,74 


| Acido glutamico 
| Acido aspartico 


(A, B, C, D, E: dati dei singoli esperimenti). 


Media 


2,9 
1,9 


ce 
$0 
AMINOACIDI A B Cc D E 5 
5,2 4,2 2,1 3,2 2,4 " 
| 0,9 2,6 2,1 1,9 2,4 a 
| Acido glutamico ........ 21,4 | 17,4 6,9 10,9 15,0 € 
| Acido aspartico ......... 1,4 2,3 3,4 3.4 2,3 0 
3.4 3.4 2,1 2,9 2,0 
6,1 8,2 53 4,8 6,1 ( 
4,2 2.9 2,3 3,2 2,6 F 
| Fenilalanina ............ | 0,6 0,9 1,0 0,5 0,81 : 
| 1,0 0,9 1,3 1,0 0,86 I 
1,9 2,1 2,2 0,99 1,6 
| Leucina | 1,4 1,7 1,91 0,98 | 1,9 
uM di aminoacidi per 100 mg di peso secco di cellule 
Cc | D | E | 
Gli 2.4 3,0 | 
A 1,6 1,4 | 2,2 | 
13,8 13,5 13,2 13,4 | 
1,64 1,66 1,62 1,64 | 
| Ar 1,65 1,65 1,58 sé 
Lis 4,51 4,58 | 453 | 454 | 
Vv 1,9! 1,92 1,97 1,94 | 
Fe 0,47 0,54 0,49 | 0,50 | 
| Ti 0,38 0,33 0,36 0,34 
Iso 0,81 0,80 0,75 0,78 | 
Le 0,72 0,78 0,73 0,75 | 
| 
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centrifugate e risospese in terreno 56 modificato 
[(NH4)2SO4 conc. 0,0005 %) + maltosio; I§ min. 
prima del prelievo finale si aggiungeva al terreno 
solfato d’ammonio (soluzione sterile) in modo che 
la concentrazione finale fosse dello 0,02%. Il prelievo 
finale cra effettuato dopo 2 h (tabella III) e dopo 
5 h (tabella IV). 

Il comportamento degli aminoacidi nelle cellule 
in fase adattiva (tabella V) era studiato su cellule 
alle quali, dopo risospensione e incubazione per 4h 
e 45 min. in terreno povero di azoto, si aggiungeva, 
oltre al solfato di ammonio (conc. finale 0,02%), una 
soluzione (sterilizzata per filtrazione) di melibiosio 
(conc. nel terreno 0,2%). Si prelevavano dei cam- 
pioni ad intervalli di 10 min. e si saggiava l’attivita 
p-galattosidasica, facendo il prelievo finale non ap- 
pena questa incominciava ad aumentare. 


Cromatogramma_bidimensionale. 

1° solvente: n-butanolo-metil-etilchetone-H,O- 
-NHsz 17N (5, 3, 1, 1,) in ambiente saturo di NHg. 
Migrazione di 34 h. Si asciuga il foglio in corrente 
d’aria a 40°C. per 3h. 

2° solvente: butanolo acido acetico-HyO (4,1,5); 
risoluzione in 20 h. Si asciuga come prima per ¢ h. 


Eluizione e determinazione (39). 

Su fondo scuro, a luce U. V., si legge il croma- 
togramma dopo averlo riscaldato a 100°C. per 
15’. Si ritagliano le macchie degli aminoacidi e 
si tagliano pezzetti di carta dello stesso foglio 
e di dimensioni uguali per il diametro. Per maggior 
sicurezza abbiamo sviluppato contemporanea- 
mente due cromatogrammi, uno dei quali é 
stato spruzzato con ninidrina 0,2§ %%. 


TasettA V — Aminoacidi liberi di E.coli durante la biosintesi adattativa di f-galattosidasi; dopo 4 h e 45’ 

di incubazione si aggiunge una soluzione sterile di melibiosio (conc. 0,2%%) e di (NH4)2SO, (conc. 0,02 %); 

si agita ¢ si sear ogni 10’ un campione per seguire l’adattamento. Gli aminoacidi vengono estratti non 


appena 


AMINOACIDI Cc 


Ac. glutamico .... 
Acido aspartico ... 
Arginina 

Lisina 


2 oP? 2 


0,38 


(A, B, C, D, E: dati dei singoli esperimenti). 


Al momento della raccolta finale, le sospensioni di 
cellule vengono agitate ¢ si legge la torbidita al Klett- 
-Summerson; si centrifuga la sospensione, si lava il 
sedimento con puffer di fosfati secondo Sérensen pH 7 
€ si ricentrifuga. Si sospendono le cellule in puffer 
in modo da avere la stessa torbidita. Su una quota 
della sospensione si determina il peso secco, su una 
altra si determinano gli aminoacidi. 


Estrazione degli aminoacidi. 


_Si pone in bagnomaria bollente per 10’ la sospen- 
sione cellulare. Si raffredda. Il materiale é centri- 
fugato ed il sopranatante é prelevato per I’analisi (37). 


Determinazione degli aminoacidi (38). 


4) Si cromatografa 0,1 ml del sopranatante. Carta 
Whatman 3 MM 50 cm X 50 cm. Macchie a 
to cm dall’angolo ca. 8 mm. di diametro. 


attivita f~galattosidasica delle cellule si innalza. (Vedi testo: Piano di studio degli aminoacidi). 


uM di aminoacidi per 100 mg di peso secco di cellule 


D E Media diminuzione 


Si tagliuzzano i pezzettini di carta e si ripongono 
ciascuno in tubo di Coleman contenente 0,5 ml di 
NaOH 0,1 N. Si pongono i tubi in bagnomaria 
bollente e¢ si fa passare per ciascun tubo per 2’ una 
corrente di Ng gorgogliato attraverso HgSOq. 

Si porta a pH 5 con puffer di citrato. Si aggiungono 
1,5 cc di reagente alla ninidrina (39). Si agita per 10’. 
Si pone in H,O bollente per 25’. Si raffredda. Si 
aggiungono § cc di HgO discitiata. Si agita. Si ag- 
giungono § cc di acetone per completare l’estrazione. 
Si legge a A $70 my, azzerando con i rispettivi bianchi. 
La curva standard é stata fatta con fenilalanina cro- 
matografata alle stesse condizioni (40). 


RISULTATI 


L’entita dell’adattamento enzimatico é¢ fun- 
zione dell’apporto di azoto (tab. I, grafico 1). 
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| 
1,20 1,18 24 1,17 26 1,21 42 
0,§2 0,56 59 0,62 0.57 30 
5,8 6,7 5 6,1 9 6,2 47 
| 0,65 0,69 67 0,68 66 0,67 41 
0,44 0,47 SI 0,53 45 0,48 30 
1,83 1,79 76 1,80 86 1,81 40 
a 0,83 0,85 76 0,79 77 0,80 41 
Fenilalanina ...... 0,26 0,18 20 0,16 23 0,21 43 
0,16 1,19 17 0,23 25 0,20 
Isoleucina ......... 0,20 0,21 25 0,29 18 0,23 30 
0,46 | 44 0,40 36 0,41 $§ 
) i 


Gratico I 
Attivita £-galattosidasica indotta da melibiosio. 


12-4 
Cc 

10- 

8 

64 
B 

2- 


T 
th 2h 3h 4h 
A) Cellule in terreno 56 con (NH4)2SO, ridotto 0,02 % ; 
B) cellule in terreno 56; 

C) cellule in terreno 56 + idrolizzato di caseina 0,§ %. 


In ordinate: Attivita f-galattosidasica espressa in M di O-nitro- 
fenolo per mg di peso secco cellulare; in ascisse: tempo in ore. 


Infatti le cellule adattate in terreno 56 con 
solfato di ammonio ridotto a quote basali 
mostrano un adattamento lentissimo e scarso 
(curva A del grafico 1), mentre le cellule 
cresciute in terreno ricchissimo di aminoacidi 
hanno un adattamento rapido ec di entita 
notevole (curva C grafico 1). 

L’esame del comportamento degli aminoa- 
cidi del pool libero a dato i seguenti risultati. 

I] free-pool degli aminoacidi di E.coli svilup- 
patisi per 15 h in terreno $6 (tabella II) mostra 
una notevole variabilita di ogni singolo ami- 
noacido da campione a campione. E stato 
pertanto necessario creare una situazione che 
portasse gli aminoacidi a valori uguali tra 
gli stocks esaminati; cid ¢ stato ottenuto con 
l’affamamento. Con tale metodica, inoltre, 
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evitiamo che lidrolisi delle proteine labilj 
faccia variare i valori degli aminoacidi liberi, 

La successiva restaurazione con (NH,),SO, 
evita che l’eccessivo impoverimento porti ad 
una mancata sintesi di f-galattosidasi. 

I singoli aminoacidi dopo 2h di incuba- 
zione in mezzo povero di azoto (tabella Il) 
si presentano per lo pit aumentati (confronta 
con tabella II). E probabile che questo sia 
dovuto all’idrolisi delle proteine labili cellulari. 

Dopo 5h di affamamento, abbiamo riscon- 
trato che il contenuto in ogni aminoacido 
non si sposta sensibilmente da un_valore 
medio (tabella IV). Questi valori li conside- 
riamo come valori basali delle cellule non 
adattate. 

Le cellule in cui si é avuta la biosintesi della 
nuova molecola proteica (nonostante la re- 
staurazione con azoto) hanno una diminv- 
zione del contenuto in aminoacidi del 42-43% 


(tabella V). 


DISCUSSIONE 


I nostri risultati ci hanno confermato che 
lapporto di azoto esogeno incrementa la 
formazione di enzima, mentre la carenza fa 
diminuire la biosintesi della f-galattosidasi. 

Inoltre l’influenza dell’affamamento di azoto 
sugli aminoacidi liberi della cellula si mani- 
festa con un iniziale aumento quantitativo di 
questi, legato, con tutta probabilita, all’idro- 
lisi delle proteine labili cellulari, seguito da 
una diminuzione di tutti i costituenti del 
pool stesso. 

L’adattamento enzimatico, dal canto suo, 
fa diminire il contenuto degli aminoacidi 
liberi. 

Ci troviamo dunque a dover esaminare 
quale rapporto ci sia tra variazioni del pool di 
aminoacidi liberi e sintesi adattativa. 

Halvorson e Spiegelman (41) hanno utiliz- 
zato, per lo studio dei rapporti tra aminoacidi 
e biosintesi proteiche, dei composti sintetici, 
aminoacidi cioé, la cui molecola é in genere 
appesantita da altri aggruppamenti chimici, 
che hanno alcune proprieta degli aminoacidi 
di origine ma che non possono essere meta- 
bolizzati. Tali composti sono chiamati ana- 
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loghi di aminoacidi, a differenza degli omo- 
loghi che. sono aminoacidi 
Ch AA. hanno esaminato I’azione di 38 ana- 
loghi sulla sintesi delle proteine strutturali di 
resting cells di lievito, sospese in mezzo sinte- 
tico non contenente azoto, attraverso lo 
studio turbidimetrico delle curve di crescita 
e, comparativamente, sulla sintesi adattativa 
di maltasi controllata manometricamente. 
L'effetto degli analoghi sulla crescita é stre- 
tamente parallelo all’azione sulla sintesi enzi- 
matica. Gli analoghi capaci di inibire la cre- 
scita, cioé capaci di inibire la sintesi delle 
proteine strutturali, sono anche idonei ad 
impedire la formazione dell’enzima. All’op- 
posto quelli che sono senza effetto sulla cre- 
scita, lo sono del pari sulla sintesi della mo- 
lecola enzimatica. 

Baron, Spiegelman e Quastler (42) hanno 
osservato lo stesso effetto in cellule batteriche. 

L’aggiunta al terreno dell’omologo corri- 
spondente annulla l’azione dell’analogo. Cid 
sta a dimostrare che l’inibizione della sintesi 
proteica ¢ dovuta ad un processo d’inibizione 
competitiva tra analogo ed omologo corri- 
spondente. 

Virtanen (26) e Roine (27) hanno dato 
un’altra dimostrazione del fatto che l’inibi- 
zione della sintesi da parte degli analoghi ¢ 
legata ad interferenze dell’utilizzazione degli 
aminoacidi. Questi AA. hanno visto che ogni 
analogo inibisce l'incorporazione delle pro- 
teine di tutti gli aminoacici del free-pool. 
Precedenti studi di Monod (21) portano un 
ulteriore contributo allo studio del problema. 
Questo A. infatti ha visto che i batteri non 
possono sintetizzare contemporaneamente due 
enzimi di adattamento, ma operano come una 
scelta, nel senso che sintetizzano un solo en- 
zima e, quando il substrato di questo ¢ meta- 
bolizzato quantitativamente, formano I’altra 
molecola proteica. L’apporto di azoto esogeno 
permette sintesi contemporanea. 

Da tutti i dati riportati ¢ giocoforza rite- 
nere che gli aminoacidi liberi siano i fattori 
pil importanti nella sintesi dell’enzima adat- 
tativo. 

In tale processo di formazione della molecola 
proteica dell’enzima di adattamento ci sono 


queste tre possibilita: o si tratta della trasfor- 
mazione di un precursore da forma inattiva 
in attiva del tipo tripsogeno — tripsina; o della 
formazione ex novo di una proteina da parte 
degli aminoacidi liberi; oppure ancora della 
formazione di una proteina dall’integrazione 
di un precursore e deg aminoacidi del free-pool. 

La prima ipotesi é basata soprattutto sulle 
ricerche di Cohn e Torriani (43, 44), i quali 
scoprirono in E.coli non adattate una pro- 
teina «P,» enzimaticamente inattiva, siero- 
logicamente correlata con la /-galattosidasi; 
tale proteina, dimostrabile solo nei batteri 
capaci di sintetizzare f-galattosidasi diminui- 
sce quando viene indotta la sintesi di questo 
enzima e presenta percid i requisiti di un 
precursore inattivo della proteina enzimatica. 
I dati di Cohn e Torriani sono confermati 
da altre ricerche (30, 46, 47, 48); tuttavia 
lipotesi del precursore non regge di fronte 
ad ulteriori dati, tra cui particolarmente 
importanti quelli di Monod, Pappenheimer 
e Cohen Bazir (45). Questi AA. hanno esa- 
minato la questione utilizzando una serie 
di mutanti di E.coli, ognuno dei quali aveva 
una deficienza metabolica nella sintesi di un 
singolo aminoacido. Le cellule erano poste in 
mezzi contenenti in eccesso tutti gli aminoacidi 
essenziali, meno il metabolita verso cui la 
cellula era deficitaria e che era aggiunto in 
quantita tale da permettere solo una certa 
crescita. Non appena lo sviluppo si arrestava, 

li AA. aggiungevano l’induttore. Orbene, 
-galattosidasi non si formava e l’aggiunta 
di quell’aminoacido provocava rapida sintesi 
dell’enzima. 

Lipotesi della trasformazione di forma 
inattiva in forma attiva (tipo tripsinogeno — 
tripsina), indipendente dagli aminoacidi deve 
quindi essere abbandonata. 

Un nuovo problema che si pone é di come 
vengano utilizzati questi aminoacidi. 

Anfisen e Stenberg (49) nei loro lavori 
sulla sintesi dell’ovoalbumina dimostrarono 
che gli aminoacidi prima danno luogo alla 
sintesi di polipeptiai e poi alla _proteina, 
D’altra parte c’é la possibilita che la proteina 
possa sintetizzarsi senza questa tappa interme- 
dia, ma direttamente dagli aminoacidi (50, $1). 
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Il dato di Spiegelman e Halvorson (1952), 
ottenuto con l’uso di analoghi che mostrano 
come un analogo impedisca l’utilizzazione di 
tutti gli aminoacidi del pool, fa ritenere valida 
la seconda ipotesi, perché altrimenti rimarrebbe 
senza spiegazione il fatto che non si formino 
neppure le catene polipeptiche non contenenti 
l’omologo corrispondente all’analogo impie- 
gato. 


RIASSUNTO 


E noto che la E. coli & capace di sintetizzare una 
f-galattosidasi adattativa. Uno dei problemi pit 
importanti dell’adattamento enzimatico é quello 
sull’origine delle proteine del fermento, sia che questo 
si formi ex novo, sia che si formi da variazioni 
strutturali di un precursore. L’Autore ha esaminato 
se vi sono variazioni qualitative e quantitative del 
free-pool degli aminoacidi. Tali variazioni consistono 
in diminuizione quantitativa del «corredo» di 
aminoacidi liberi. 


RESUME 


Adaptation enzymatique et variations du « free-pool » 
des aminoacides dans escherichia coli. 

Il est notoire que la E. coli est capable de synthétiser 
une f-galactosidase d’adaptation. Un des plus im- 
portants problémes de l’adaptation enzymatique est 
celui de Fesiaine des protéines du ferment, soit que 
celui-ci se forme ex novo, soit qu’il se forme a partir 
de variations structurales d’un précurseur. L’auteur a 
examiné s'il existe des variations qualitatives et quanti- 
tatives du « free-pool » des aminoacides. Ces varia- 
tions se traduisent par une diminution quantitative 
des aminoacides libres. 


SUMMARY 


Enzymatic adaptation and variations in the « free-pool » 
of amino acids in Escherichia coli. 

It is known that E. coli can synthetize an adaptive 
f-galactosidase. One of the most important pro- 
blems of enzymatic adaptation is related to the 
origin of the enzyme proteins, whether these are 
formed «ex novo» or through structural variations 
of a precursor. The A. examined whether there 
are qualitative and/or quantitative variations in the 
« free-pool » of amino acids: a quantitative decrease 
of free amino acids was observed. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Enzymatische Anpassung und Anderungen des Amino- 
sduren-free-Pools bei der Escherichia coli. 


Es ist bekannt, dass die E. coli fahig ist, eine Anpass- 
unss-?-Galaktosidase zu synthetisieren. Eine der wich- 
tigsten Fragen der enzymatischen Anpassung ist dieje- 
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nige des Ursprunges der Fermenteiweisse, sei es, dass 
dieses Ferment sich ex-novo bilde, sei es, dass ¢ 
aus Strukrurverinderungen einer Vorstufe entstehe. 
Der Verfasser hat gepriift, ob qualitative und quanti- 
tative Anderungen des Aminosiuren-free-Pools 
vorhanden sind. Diese Anderungen bestehen in 
einer quantitativen Herabsetzung des « Vorrates» 
an freien Aminosauren. 


RESUMEN 


Adaptacion enzimdtica y variaciones del « free-pool » de 
los aminodcidos en la escherichia coli. 


Es conocido que la E. coli .es capaz de sintetizar 
una f-galactosidasis adaptativa. Uno de los proble- 
mas mas importantes de la adaptacién enzimiatica 
es el que atajie al origen de las proteinas del fermento 
ya sea que éste se Eeme ex novo, o que se forme 
por variaciones estructurales de un precursor. El 
autor ha observado que se verifican variaciones 
cuantitativas y cualitativas del « free-pool» de los 
aminoacidos. Dichas variaciones consisten en la 
disminucién cuantitativa del «equipo» de amino- 
acidos libres. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E DI TERAPIA MEDICA DELL’ UNIVERSITA DI NAPOLI 
(Direttore: Prof. G. Bossa 


Osservazioni clinico-metaboliche in epatopazienti 
trattati con acido orotico 


F. DEL REGNO - G. B. ODOARDI - M. RAMBALDI - G. PINTO 


Sull’acido orotico, acido uracile-4-carbonico, 
isolato dal latte da Biscaro e Belloni (1) é stata 
richiamata in questi ultimi anni |’attenzione 
di biochimici e clinici, essendosi dimostrata 
una sostanza di notevole interesse dal punto 
di vista biochimico, nutrizionale e clinico. 

Come gia si @ detto, l’acido orotico é 
stato isolato dal latte dove ¢ sempre presente 
in quantita differente a seconda della prove- 
nienza del latte e nello stesso tipo di animale, 
a seconda della sua alimentazione; inoltre, 
particolarmente ricco ne risulta il latte nei 
giorni successivi al parto (2). Attualmente 
l'acido orotico é preparato per sintesi (3). 

L’importanza dell’acido orotico in biochi- 
mica é data dal fatto che esso rappresenta il 
punto di partenza per la sintesi delle pirimidine 
negli organismi superiori. I] problema é stato 
recentemente discusso nel Colloquio sulle 
Pirimidine (Urbino, 6-7 giugno 1958) i cui 
Atti sono stati pubblicati in questa stessa 
Rivista (1958, volume 12, pagg. 195 a 
328). 

Desideriamo soffermarci in modo partico- 
lare sui lavori che interessano pit: strettamente 
lo studio dei rapporti fra acido orotico e 
fegato e le applicazioni dell’acido orotico in 
terapia clinica. 

Schwietzer (27) ha studiato l’effetto del- 
lorotato nelle cirrosi epatiche sperimentali da 
tioacetamide nel ratto e nelle epatopatie spe- 
rimentali da eliotropina. Negli animali che 
ricevevano con la dieta acido orotico, ha tro- 


Per gentile concessione degli Autori, i dati di carattere bio- 
chimico ¢ di fisiopatologia sperimentale, citati nella bibliografia 
(4-32), vengono riportati soltanto negli estratti. 


vato una significativa influenza di. questo 
fattore nel ridurre la mortalita da intossica- 
zione con le due sostanze suddette. Nella cirrosi 
sperimentale da tioacetamide, la somministra- 
zione di orotato ha ridotto chiaramente il 
numero degli animali che presentarono la 
cirrosi ed ha prolungato notevolmente il 
tempo di insorgenza della sindrome. Non si 
& osservata comparsa di steatosi o di altera- 
zioni istologicamente documentabili nel fegato 
di ratti anche se trattati a lungo (fino a 4 mesi) 
e con dosi di acido orotico crescenti da 25 mg 
per animale e per giorno all’inizio dell’espe- 
rienza sino a 150 mg alla fine della prova. 

Questo A. propone l’impiego dell’acido 
orotico, insieme ad altre sostanze, nella terapia 
delle epatopatie che, in una moderna conce- 
zione Piioe imica, deve comprendere com- 
posti a struttura purinica e pirimidinica (33). 
Contributi clinici in tal senso sono stati portati 
da Allodi e Coll. (34), Beckmann e Coll. (35) 
e da Roessing e Coll. (36). 

Dioguardi e Secchi (37), in base ai risultati 
delle ricerche della loro Scuola, che facevano 
riconoscere all’acido orotico un’azione favo- 
rente l’utilizzazione delle proteine (Villa e 
Dioguardi, 23), impiegano per primi il com- 
posto in casi di epatopatie croniche. In queste 
affezioni mettono in evidenza un’influenza 
sull’alterato metabolismo proteico e dimo- 
strano un aumento delle sintesi protidiche. 

Valagussa, della stessa Scuola, in un gruppo 
di pazienti con cirrosi epatica di Morgagni- 
-Laennec, dimostra, attraverso le modificazioni 
della chetonemia, un utile intervento del- 
l’'acido orotico sul metabolismo dell’epato- 
cita (29). 
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Dotti e Bonetti (38), su cirrotici ed altri 
epatopatici cronici a decorso grave, osservano 
tra l’altro miglioramento dello stato generale 
con esaltazione dell’appetito e delle funzioni 
digestive, della diuresi e scomparsa dell’ittero. 

Dell’ Aera (39) sulla scorta dei propri dati 
clinici e di laboratorio, conclude affermando 
che gli epatopazienti si avvantaggiano del- 
l’azione epatoprotettiva ed eutrofica sugli 
epatociti e dell atciviea dell’acido orotico sul 
ricambio idrico-salino. L’azione diuretica di 
questo farmaco é di notevole utilita anche 
in altre condizioni: cardiopatici, cardiorenali 
e nefropatici (*). 

Per Dolcetta e Massimo, l’acido orotico 
esercita un favorevole effetto sulla crescita 
degli immaturi (40); Saputo e Nicolis (41) 
prospettano un’influenza sull’accre- 
scimento ponderale del bambino in vari casi 
di arresto e di rallentato accrescimento stesso. 

In lattanti distrofici in corso di trattamento 
con acido orotico, Fumarola e Fransvea hanno 
recentemente segnalato un ritorno ai valori 
normali del tasso properdinico del siero, 
abbassato notevolmente in tali soggetti (42). 

Degni di rilievo i rapporti tra acido orotico 
ed emopatie. In base alle relazioni tra vita- 
mina By,, pirimidine ed acido orotico, Rund- 
les (43), Bussi (44) ed uno di noi (Del Regno, 
45) hanno studiato in campo sperimentale e 
clinico l’effetto dell’acido orotico nelle anemie 
macromegaloblastiche. Bussi ed Eridani hanno 
ottenuto, con la somministrazione di acido 
orotico, la trasformazione normoblastica di 
alcune forme di anemia macromegaloblastica, 
nelle quali la sola somministrazione di By, 
o di acido folico non dava risultati soddisfa- 
centi. Gli AA. interpretano questi risultati 
ammettendo che la causa di tale alterazione 
emopoietica sia dovuta non alla carenza in By» 
o in acido folico, ma a quella di basi pirimi- 
diniche determinata da profonda sofferenza 
epatica che viene corretta dalla sommini- 
strazione di acido orotico. Del Regno ha 


(*) Durante la correziane delle bozze di stampa, abbiamo preso 
visione di un lavoro giapponese (KUSHIMA K.: Med. J. Osaka 
Univ. 1958, 9, $49) nel quale vengono riferiti effetti favorevoli 
con l’impiego dell’acido orotico sia in epatopatie sperimentali 
da tetracloruro di carbonio nel ratto, sia in una serie di pazienti 
affetti da epatopatie subacute e croniche. 
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utilizzato l’acido orotico per il trattamento 
di due casi di anemia perniciosa senza ottenere 
risultati soddisfacenti; al contrario ’associa. 
zione di vitamina B,, ed acido orotico ha 
dato ottimi risultati, per cui I’A. pensa che 
nella terapia di tali Scns di emopatie sia 
utile l’impiego di acido orotico, necessario 
per la sintesi delle pirimidine per formare 
acidi nucleinici. Un caso di anemia in corso 
di gravidanza trattato con acido orotico é 
stato recentemente descritto da Tronconi ¢ 
Coll. (46). 

Rundles e Brewer hanno osservato remis- 
sioni cliniche e del quadro ematologico in 
pazienti con anemia perniciosa trattati con 
dosi alte di acido orotico (3-6 g al giorno 
per os). 


MATERIALI E METODI 


I buoni risultati riferiti dagli AA. ¢ linte- 
resse suscitato dall’acido orotico ci hanno 
indotto a saggiare la sua attivita terapeutica in 
alcune condizioni morbose in cui, verosimil- 
mente, esso poteva esplicare una _benefica 
azione. 

Allo scopo il preparato é stato sommini- 
strato sotto forma di acido o di sale di potassio 
ad un gruppo di 38 pazienti d’ambo i sessi 
e di eta oscillante dai 30 ai 60 anni, affetti da 
cirrosi epatica (20 casi), epatiti croniche (10 casi), 
epatiti acute itterigene (8 casi). 

In tali infermi, oltre ad un accurato studio 
clinico, sono state eseguite, prima ed alla fine 
del trattamento, alcune indagini di laboratorio 
intese a valutare le condizioni di funzionaliti 
epatica e precisamente sono state condotte 
le seguenti ricerche: 


1) dosaggio della bilirubinemia (Hasle- 


wood); 
2) protidogramma (elettroforesi su carta 


e successiva colorazione delle strisce con 
amido-schwarz) ; 


3) lipoprotidogramma (elettroforesi su 
carta e successiva colorazione delle strisce con 
Sudan nero B); 


4) colesterolemia totale e sue frazioni 
(Bloor modificato) ; 
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5) chetonemia e piruvicemia (Grenberg 
e Lester, Friedmann e Haugen); 


6) prove ai eucolloidita del siero (rea- 
zione di Takata~-Ara, Wunderly, MacLagan). 


I dati riguardanti il comportamento del 
protidogramma, del lipoprotidogramma, della 
colesterolemia, della chetonemia e piruvi- 
cemia sono riportati nelle tabelle e nei grafici. 

Il preparato, fornitoci dai Laboratori Lepetit, 
stato somministrato alla dose media di 3 g 
al giorno per un periodo medio di trattamento 
di 30 giorni. La somministrazione é stata di 
solito associata a vitamina E alla dose di 200 
mg pro die. In tutti i soggetti é stata sospesa 
ogni altra terapia durante il trattamento con 
acido orotico. 

I primi risultati di taliricerche furono co- 
municati preventivamente al Colloquio sulle 
Pirimidine ad Urbino nel giugno 1958. 


RISULTATI 


Dal complesso delle osservazioni fatte si 
ricava che |’acido orotico, come tale o sotto 
forma di sale di potassio, ha dimostrato di pos- 
sedere un’azione diuretica evidente; infatti, nel 
§0% dei casi circa, specialmente nei cirrotici 
ascitici, la diuresi é sensibilmente aumentata 
raggiungendo in qualche caso pit favorevole 
i 3-4 litri di urine al giorno. In due cirrotici 
ascitici si @ ottenuta una diminuzione del 
liquido presente nel cavo peritoneale, apprez- 
zabile clinicamente. 

Circa il meccanismo con il quale si attua 
leffetto diuretico, da noi e da altri AA. osser- 
vato, dato che esso é stato pitt evidente con 
la somministrazione del sale di potassio che 
non con I’acido, si potrebbe ipotizzare che 
il preparato agisca la diuresi 
osmotica pur con tutte le riserve che si devono 
porre in merito ad essa. In proposito sono da 
ticordare le ricerche recenti di Chiancone le 
quali escludono che I’acido orotico od il suo 

€ possano interferire in qualche modo con 
lormone antidiuretico Abbiamo in 
corso ricerche sul ricambio idrico-salino dei 
soggetti trattati con acido orotico od orotato 
di potassio dalle quali ci auguriamo di poter 


avere delucidazioni sul modo con cui si esplica 
leffetto diuretico osservato. 

Accanto all’azione diuretica vista in diversi 
casi di cirrosi epatica in fase ascitica (70% 
circa dei casi) ed accompagnata in due di essi 
a riduzione dell’ascite clinicamente apprezza- 
bile, abbiamo notato, dal punto di vista clinico, 
un certo grado di miglioramento delle con- 
dizioni generali, con discreto aumento del- 
l’appetito e diminuzione dell’astenia. In linea 
di massima non abbiamo notato un netto 
miglioramento delle prove di eucolloidita 
serica che erano, in tutti i casi, pit o meno 
sensibilmente alterate. La bilizubineraia, di 
solito discretamente aumentata, specie nelle 
forme con ittero, ha subito lieve diminuzione. 
Risultati pit soddisfacenti si sono invece otte- 
nuti per quanto riguarda il comportamento del 
protidogramma (tabella I), del lipidogramma, 
della colesterolemia (tabella II), della chetone- 
mia e della piruvicemia (tabella Ill). 

I risultati ottenuti possono essere 
sintetizzati (vedi grafici). 
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PROTIDOGRAMMA 


In tutti gli infermi esaminati il protidogram- 
ma ha presentato alterazioni pit o meno 
marcate a seconda dei gruppi di epatopatici. 
Si é osservata, in generale, una disprotidemia 
di tipo ipoalbuminemico con _prevalente 
aumento della frazione gamma _ globulina, 
solo raramente le frazioni alfa hanno presentato 
una alterazione nel senso dell’aumento, mentre 
le frazioni beta non hanno mostrato modi- 
fiche apprezzabili. Il trattamento con acido 
orotico od orotato di potassio ha prodotto 
un miglioramento della disprotidemia nel 
senso di un aumento delle proteine totali e 
dell’albumina e di una diminuzione dell’iper- 
gamma-globulinemia ottenendosi, in qualche 
caso, una normalizzazione del protidogramma. 


Riferiamo in dettaglio le osservazioni sul protido- 
gramma e le variazioni apportate dalla terapia. 


CIRROSI EPATICA 


Proteine totali: prima del trattamento le proteine totali 
nel 75% dei casi (15 osservazioni) presentavano un 
valore inferiore a grammi 7%; il trattamento ha 
determinato in 12 casi, pari al 60%, un discreto 
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Tasetta I - Comportamento del protidogramma prima e dopo trattamento con orotato 


| Proteine totali| Albumine “re Ra 
% in % Globuline in % 
N. 
casi Totale | Alfa; Alfa2 Beta Gamma 
prima | dopo | prima} dopo prima | dopo 
prima | dopo prima | dopo | prima} dopo | prima} dopo prima | dopo 
| i | | | | | | 
CIRROSI EPATICA ASCITICA 
I | 6,27 | 6,30] 32,5] 33,0) 67,5] 67,0] 4,0 ] 3,8 7:0 | 72 | 14,0] 14,0] 42,5] 42,0] 0,48] 0,49 
2 7,10 | 7,63 | 44,0] 51,0] 56,0] 49,0] 4,0 355 6,0 6,4 8,0 8,5 | 38,0] 31,0] 0,78 1,04 
3 | 6,80] 6,70] 47,0] 51,1 | 53,0] 48,9] 2,8 355 | 6,2 | 6,2 | 10,0] 9,2] 34,0] 30,0] 0,88 1,04 
4 | 7/55 | 7:30] 27,0] 27,8) 73,0] 72,2] 2,0 | 2,2 | 4,0 | 5.3 | 14.5] 14,7] 52.5] 50.3 0,37 | 0,37 
5 | 6,40] 34.4] 42,6] 65,6] 57.4] 3,5 | 4,0 | 7,0 | 6,0 | 13,0| 12,8] 42,1] 34,8 0,52 | 0,74 
6 | 6,98 | 6,90] 48,8] 48,1] 51,2] 51,9] 3,2 3,0 | 6,8 5,9 | 10,0} 30,1 | 33,0] 0,95 | 0,93 
7 6,50 | 6,95 | 46,0] 49,0] 54,0] $1,0] 4,0 4,2 6,0 6,8 10,0 | 13,0] 34,0] 27,0] 0,85] 0,96 
8 | 6,80 6,90] 32,7] 43,5] 67,3 | 56.5] 3.3 | 3,6 | 66 | 6,1 | 12,1] 12,5] 45,3 | 34.3 0,48 | 0,75 
9 | 634) 6.25] 44,8] 38,6] 55,2] 61,4] 2,4 | 3,0 | 6,8 | 7,2 12,5 | 12,6] 33,5 | 39,1] 0,81] 0,62 
10 | 6,72 | 6,80] 39,7] 42,7] 60,3] 57.4] 3.2 | 3.4 | 6,3 | 6,3 | 11,4] 11,9| 39,0 35,6 | 0,68 | 0,77 


Ir | 6,27 | 6,31 | 27,0] 31,0] 73,0] 69,0] 2,1 2,3 3,9 4,0 | 14,0) 14,1 | 53,0] 48,6] 0,39] 0,45 


12 | 6,72 | 6,81 | 34,2] 33,0] 65,8] 67,0 354 3,1 71 7,0 1353 | 1453 | 42,0] 42,6] 0,51 | 0,59 4 

13 | 6,34 | 6,18 | 48,1 | 49,1] 51,9] 50,9] 2,0 | 2,8 | 6,8 | 14,1 | 14,7] 29,0] 26,3 | 0,92] 0,99 
14 | 6,81 | 6,92 | 46,0] 48,3] 54,0] 51,7 2,7 2,6 453 455 16,0 | 15,6 | 31,0] 30,0] 0,85 0,92 

15 | 6.49 | 6,91 | 32,7] 35,8] 67,3 | 64,2] 3,7 | 3,9 | 6,7 | 6.9 | 14,9] 11,8 42,0] 41,6] 0,49] 0,56 A 

16 | 6,96} 6,85 | 44,8] 41,0] 55,2] 59,0] 2,1 3,0 357 4,1 | 13,9 | 34,3 | 38,0] 0,81] 0,69 n 

17 | 6,22 | 6,39 | 39,7] 40,0] 60,3 | 60,0] 3,3 2,8 3,0 2,9 14,3 | 15,4 | 39.7] 38,9! 0,63 | 0,66 

18 | 7,35 | 7,30] 32.1 | 37,0] 67,9] 63,0] 2,9 2,9 4,8 4:9 | 16,9] 17,1 | 43,3 | 38,1] 0,47] 0,59 i 

19 7:00 | 6,80 | 44,0] 39,0] 56,0] 61,0 2,3 2,5 5,8 12,5 | 13,1 | 35:4] 40,1} 0,79] 0,63 

20 | 7,00} 7,30 40,0] 42,0] 60,0] 58,0] 2,5 2,6 559 6,2 14,2 | 14,1 | 37,4] 35,1 | 0,66] 0,72 

Val. | u 

medio| 6,68 | 6,84 | 39,2] 42,2| 60,8] 57,8 3,0 3,1 597 5,8 13,1 | 13:2 | 39,0| 35,7 | 0,64 | 0,73 I 

EPATITE CRONICA ( 

721 | 7,30 | 40,2 | 40,0] 59,8] 60,0] 4,3 4,0 5>7 | 12,5] 14:2] 39,5] 36,1 | 0,67] 0,66 

6,27 | 7,00] 51,1 | 53,0 | 48,9] 47,0 353 3,2 6,4 6,8 13,2] 12,6] 26,0] 24,2| 1,04! 1,12 

6,27 | 6,40] 51,0] 53,6 | 49,0] 47,0] 3,0 4,2 6,0 5,8 12,8 | 29,0 | 24,2] 1,03] 1,12 

7,10 | 7,20] 44,0] $0,5 | 56,0] 49,5] 3,0 3,0 7,0 6,0 9,0] 11,0 | 37,0] 29,0} 0,70] 1,00 


4,2 6,1 6,8 12,0] 12,8 | 34,9] 28,8 | 0,78 | 0,90 
357 6,2 6,2 II,5 | 12,7 | 37,9 | 28,6 | 0,86 | 0,96 
457 6,2 7,2 11,8] 12,1 | 28,9 | 25,1 | 0,96] 1,04 


I 
6,79 | 7,00} 46,0] 48,8 | 54,0] 54,0 3 
I 
8 453 597 6,1 13,1 | 12,8 | 25,4] 21,8] 1,09] 1,22 
9 


I 

2 

3 

4 

| 7:10] 7,10] 43,9] 47:4] 56,1] 52,6] 3 

6 3 

7 | 6,80 | 6,91 | 49,0] 51,0] 51,0] 49,0] 4, 

8 | 6,98 | 7,20] 52,0] 55,0] 48,0] 46,0] 3 

9 | 7:30] 7,15} S1,0] 54,0] 49,0] 46,0] 2 
3 


5,0 4,8 $52 12,0] 11,4 | 29,2 | 25,4 | 1,04] 1,17 
10 7,10 | 7,40] 48,0] 52,0] 52,0] 48,0 


5,0 5,6 5:9 12,8] 11,8 | 29,2 | 25,8] 0,94] 1,09 


medio) 6,89 | 7,07| 47,6) 50,5| 52,4 49,5) 354 41 559 6,2 11,9 | 12,4 | 31,0] 26,9| 0,91 | 1,03 


EPATITE ACUTA ITTERIGENA 


6,98 | 7,20] 43.9] 47,4] 56,1] 52,6 


4,2 6,1 6,8 12,0 | 12,8 | 34,9] 28,8] 0,78} 0,90 
6,49 | 6,91 | 43,1 | 46,7] 56,9] 53,3 


I 3,1 

2 3,8 453 6,2 | 6,7 | 11,8] 12,5] 35,1 | 29,8] 0,75] 0,88 
3 6,27 | 6,60] 51,0] 54,0] 49,0] 46,0 3,9 4,8 6,8 13,1 | 12,4 | 25,2 | 21,7] 1,04] 1,17 
4 6,72| 7:10] 48,5] 53,2| 52,5] 46,8 4,1 455 6,9 7:4 11,7 | 13,1 | 28,8 | 21,8] 0,94] 1,13 
5 7:05 | 7.21 | 53,2 | 56,8] 46,8] 44,2] 3,6 3,9 71 7:3 12,3 | 11,9] 23,8] 21,1 | 1,12] 1,27 
6 | 6,81 | 6,99] 50,1 | 53,2] 49,9] 46,8 355 4,2 5,8 6,1 10,9 | 12,4] 29,7 | 23,1] 1,00] 1,13 
7 | 954] 7,01] 48,9] 54,1] 51,1] 45,9] 3.9 554 5.9 | 11,7 | 12,1 | 30,8 | 23,2} 0,98] 1,17 
8 6,61 | 6,86] 46,5] 48,9] 53,5] 51,9] 4,2 4,0 6,1 6,4 12,1 | 11,7] 31,1 | 29,8 | 0,86] 0,92 


medio} 6,68) 6,98 | 48,1 | 51,6] 51,8] 48,4] 3.7 | 43 | 63 | 6,7 11,9 | 12,4 | 29,8] 25,0] 0,93] 1,07 


— 


PROTIDEMIA TOTALE 


CIRROS! 
EPATITE 
CRONICA 
EPATITE 
ACUTA 


aumento delle proteine totali ed il loro valore medio 
da g 6,68%, ha raggiunto i g 6,84%, con un 
aumento percentuale del 2,3 %. 


Albumina: in tutti i casi esaminati si é riscontrata una 
marcata ipoalbuminemia con valore medio di 39,2 %; 
in 15 casi, 75% delle osservazioni, si é verificato, con 
il trattamento terapeutico, un aumento pili o meno 
sensibile dell’albumina che ha presentato un valore 
medio di 42,2%. Nei rimanenti § casi si é avuto 
un’ulteriore diminuzione dell’albumina. L’aumento 
massimo di tale frazione é stato del 33 % circa mentre 
Yaumento medio non ha superato 1’8 %. 


Globuline totali: in tutti i casi si € notato un aumento 
delle globuline totali; in seguito al trattamento con 
acido orotico od orotato di potassio si é ottenuta 
una diminuzione del 5 % ed il valore medio da 60,8 % 
sceso a §7,8%. 


Rapporto A/G: in tutte le osservazioni il rapporto 
A/G si é presentato inferiore ad 1; con il trattamento 
terapeutico nel 75% dei casi si é ottenuto un au- 
mento del rapporto A/G, senza pur tuttavia raggiun- 
gere 1 (solo in due casi, n. 2 e n. 3, il rapporto 
A/G ha raggiunto l’unita) mentre nel 25 % é rimasto 


AUMENTO PERCENTUALE MEDIO DEL- 
L’ALBUMINA DOPO IL TRATTAMENTO 


CIRROS! 


EPATITE 


CRONICA 


EPATITE ACUTA 


RAPPORTO “/, 
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CIRROS! 
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EPATITE 
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immodificato oppure ha subito un’ulteriore lieve 
diminuzione. Il valore medio di tale rapporto si é 
portato da 0,64 a 0,73 con un aumento medio del 
14%. 

Alfa,-globuline: prima del trattamento valore medio 
3,1%, dopo il trattamento 3,1% con aumento percen- 
tuale del 3% circa. 


Alfag-globuline : prima del trattamento valore medio 
$ %> dopo il trattamento 5,8°% con aumento per- 
centuale del 16% circa. 


Beta-globuline: prima del trattamento valore medio 
13,1%, dopo il trattamento 13,2°% con aumento 
percentuale dello 0,8% circa. 


Gamma-globuline : prima del trattamento valore medio 
39%, dopo il trattamento 35,7°% con una diminu- 
zione dell’8,5 %. 


EPATITE CRONICA 


Proteine totali: inizialmente, nel 50% dei casi le 
proteine totali presentavano un valore superiore 
ai g 7%; in seguito al trattamento nell’80% delle 
osservazioni si é notato un aumento. I] valore medio 


DIMINUZIONE PERCENTUALE MEDIA 
DELLE { - GLOBULINE 


CIRROS! 
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EPATITE 


EPATITE ACUTA 
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da g 6,89% si ¢ portato a g 7,07% con un au- 
mento percentuale del 2,6% circa. 


Albumina: nel 60% dei casi prima del trattamento 
il valore dell’albumina era inferiore al 50%, dopo 
il trattamento terapeutico nel 90% delle osserva- 
zioni si é verificato un aumento pitt o meno sensibile. 
Il valore medio da 47,6% ha raggiunto il 50,5% 
con un aumento percentuale del 6% circa. 


Globuline totali: il valore medio di tale frazione dal 
§2,4% sceso al 49,5 % con una diminuzione per- 
centuale del 5,5 %. 


Rapporto A/G: allinizio nel 40%, dei casi il ra 
porto A/G era di poco superiore ad 1, mentre nile 
altre osservazioni era al di sotto di 1; dopo il trat- 
tamento il rapporto A/G é aumentato nel 90% dei 
casi ed il valore medio da 0,91% si é portato ad 
1,03% con un aumento percentuale del 12%. 


Alfay-globuline: prima del trattamento 3,4%, dopo 
il trattamento 4,1% con aumento percentuale del 
20% circa. 

Alfag-globuline: prima del trattamento 5,9%, dopo 
il trattamento 6,2% con aumento percentuale del 
$% citca. 
Beta-globuline: prima del trattamento 11,9%, dopo 
il trattamento 12,4° con aumento percentuale del 
4,2 %.- 

Gamma-globuline: prima del trattamento 31%, dopo 


il trattamento 26,9°% con una diminuzione per- 
centuale del 13%. 


EPATITI ACUTE ITTERIGENE 


Protidemia totale: nell’87°% circa si aveva un valore 
inferiore a g 7°%; in tutti i casi con il trattamento 
si € avuto aumento delle proteine totali. [1 valore 
medio da g 6,68°% si é portato a g 6,98% con 
un aumento del 4,5 % circa. 

Albumina: nel 60% il valore iniziale era inferiore 
al 50%, con il trattamento si é ottenuto aumento 
di tale frazione in tutti i casi. Il valore medio da 
48,1% si € portato a 51,6% con un aumento del 
7:3 % Circa. 


Globuline totali: prima del trattamento $1,8%, 
dopo il trattamento 48,4 °% con diminuzione del 7 %. 
Rapporto A/G: nel 37% dei casi si aveva un valore 
di A/G superiore ad 1; esso é aumentato in tutti i 
casi superando lunita nel 62 % di essi. Valore medio 
da 0,93% a 1,07% con aumento percentuale del 
1§% circa. 

Alfay-globuline: prima del trattamento 3,7%, dopo 
il trattamento 4,3°% con aumento del 16%. 


Alfag-globuline: prima del trattamento 6,3%, dopo 
il trattamento 6,7°% con aumento del 6%. 


Beta-globuline: prima del trattamento 11,9%, dopo 
il trattamento 12,4% con aumento del 4%. 


Gamma-globuline: prima del trattamento 29,8 °%, dopo 
il trattamento 25% con diminuzione del 16%. 
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LIPOPROTIDOGRAMMA 


Per quanto riguarda il comportamento del 
lipoprotidogramma in un’alta percentuale dj 
casi di epatopatie studiate, si @ osservata 
un‘alterazione pitti o meno marcata di 
nel senso di un aumento della frazione lents, 
con diminuzione di quella veloce e con con- 
seguente aumento del rapporto beta/alfa 
lipoproteine. Il rapporto beta/alfa lipoproteine 
era superiore a 3 ok % delle cirrosi epatiche, 
nel 10% delle epatiti croniche e nel 25 % delle 
epatiti acute itterigene. Col trattamento con 
orotato la situazione é nettamente migliorata 
in quasi tutti i casi esaminati, essendosi otte- 
nuto un aumento della frazione veloce ed 
una diminuzione di quella lenta con riduzione 
quindi del rapporto beta/alfa lipoproteine. 


RAPPORTO (3/2 - LIPOPROTEINE 


1 2 3 4 Bia 
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Negli infermi affetti da cirrosi si é avuta 
una diminuzione del rapporto beta/alfa nel- 
I’85 % dei casi, nel 90 % | elle epatiti croniche 
e nel 100% delle epatiti acute itterigene. 


Il valore medio del rapporto beta /alfa lipoproteine 
é risultato nelle: 


Cirrosi epatiche: prima del trattamento 2,95 %, dopo il 
trattamento 2,63 °% con una diminuzione percentuale 
del 10% circa. 

Epatiti croniche: prima del trattamento 2,38%, dopo il 
trattamento 2,09% con una diminuzione percentuale 
del 19% circa. 

Epatiti acute itterigene: prima del trattamento 2,81%, 
dopo il trattamento 1,97% con una diminuzione 
percentuale del 30% circa. 


0 
PRIMA 
DoPO | 
| 
| oro _| 


TaBELLA II - Comportamento della colesterolemia totale ed esterificata (mg %) 
e delle lipoproteine prima e dopo trattamento con orotato. 
1 N. casi di esterificazione Beta/Alfa 
. casi 
) prima dopo prima dopo prima | dopo prima dopo prima dopo prima dopo 
4 | 
; CIRROSI EPATICA ASCITICA 
I 215 192 go | gI 42 48 24,3 27,2 | 75+7 72,8 3,10 2,67 
2 210 190 84 | 73 40 41 25,0 28,5 75,0 71,5 3,00 2,50 
) 3 225 198 95 | 98 42 49 27,7 27.1 | 72,3 72.9 2,61 2,61 
C : 180 170 82 73 45 43 24,2 22,8 | 75,8 77,8 3,13 3,41 
1 5 180 160 38 36 24,5 3553 | 7555 64.7 3,08 1,83 
6 240 190 110 | 127 46 67 21,6 24,2 | 78,4 75,8 3555 
7 193 185 86 93 45 50 29,0 27:7 | 71,0 7253 2,44 3,65 
2 8 216 194 9 | 99 42 51 25,0 2735 75,0 7255 3,00 2,82 
| 9 230 201 99 101 43 50 28,4 | 271 71,6 72,9 2,52 2,70 
4 10 225 190 96 95 42 50 27,3 | 30,1 72,7 69,9 2,66 | 2,33 
II 206 185 87 89 42 48 26,2 28,7 73,8 71,3 2,83 | 2,46 
12 193 158 _% | & 44 55 25,0 | 27,3 75,0 72,7 3,00 | 2,68 
13 177 139 69 | 8 39 38 23,9 | 25,8 76,1 7452 3.17 | 2,85 
14 140 226 73 71 52 22,8 | 26,3 772 73:7 | 336 | 2,84 
15 180 165 105 | 99 58 43 21,0 | 25,1 79,0 74,9 | 3,76 2,99 
16 165 199 go | 125 54 62 27,5 | 28,9 7255 71,1 2,64 | 2,45 
17 155 189 81 88 52 47 | 26.4 | 27.5 | 73,6 | 72.5 | 2,75 | 2,64 
18 159 198 73 120 46 61 23,1 24,5 76,9 75+5 3534 | 3,08 
19 199 199 80 97 40 48 24,9 26,3 751 73:7 | 3:08 | 2,46 
20 172 172 76 | gI 40 53 28,2 32,1 71,8 67,9 | 2,53 2,12 
Val. medio 195 185 86 93 46,8 50 25,3 27,5 74>7 72,5 2,95 2,63 
EPATITE CRONICA 
I 180 185 | 96 | 120 | 53 64 37,0 37>7 63,0 62,3 1,70 | 1,65 
2 140 170 | 80 110 | 57 64 25,1 | 29,0 | 74,9 71,0 2,99 | 2,44 
3 210 240 118 | 120 56 50 14.3 35,0 | 7457 65,0 2,94 1,86 
4 220 235 150 175 | 60 714 26,2 | 33,0 | 73,8 67,0 2,83 | 2,00 
5 235 240 | = 136 180 58 65 | 25.1 | 28,3 | 74,9 71,7 | 2,99 | 2,55 
6 190 225 | 1I§ 171 60 76 27,9 | 32,6 | 725% 67,4 | 2,58 2,05 
7 185 218 | 109 | 148 59 67 | 30,6 | 33,0 69,4 67,0 | 2,30 | 2,03 
8 | 179 247 123 1§2 68 60 | 29,8 | 28,5 | 70,2 2S 1. 2.3 2,50 
9 220 74 28,7 317 | 7053 68,3 2,46 2,15 
10 } 2a 185 118 109 | 5§ 59 23,3 | 37,2 76,7 | 62,8 3,29 1,67 
Val. medio | 197 214 116 143 | 57,8 65,3 | 27,9 32,6 72,1 67,4 | 2,58 2,09 
EPATITE ACUTA ITTERIGENA 
I 210 225 IIs 142 57 62 31,0 | 35,0 69,0 65,0 | 2,22 1,86 
2 190 199 102 123 $3 60 25.4 | 31,2 74,6 68,8 2,93 | 2,21 
3 175 176 9 | 14 56 64 26,2 | 34-4 73,8 65,6 2,83 | 1,90 
4 180 175 1066 | 98 59 56 25,9 | 31,7 74,1 68,3 2,89 2,15 
5 179 210 98 125 54 59 23,1 29,9 76,9 70,1 3534 2,34 
6 215 227 2m | 139 56 61 25,2 31,8 74,8 68,2 2,2 2,13 
7 220 198 140 141 63 71 28,3 33,5 7157 66,5 2,53 1,98 
| 8 198 210 110 148 55 7o 26,1 33,9 73,9 66,1 2,84 1,96 
9 29,1 39,8 70,9 60,2 2,97 1,32 
10 ~ ~ 21,9 34,6 78,1 65,4 3555 1,89 
Val. medio 196 201 111 | 129 57 63 26,2 33,6 73,8 66,4 2,81 1,97 
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COLESTEROLEMIA 


Il colesterolo totale serico é risultato au- 
mentato oltre i 200 mg % (cifra che con il 
metodo da noi adoperato pud ritenersi media 
normale) nel 40% delle cirrosi, nel 50% delle 
epatiti croniche e nel 37% delle epatiti acute 
itterigene. Il trattamento con acido orotico ha 
determinato variazioni non univoche nei vari 
casi esaminati. Nei cirrotici si é verificato un 
aumento del colesterolo solo nel 20%, mentre 
l’aumento oltre i 200 mg si é avuto nel 60% 
delle epatiti croniche e nel 35% delle epatiti 
acute. Negli altri casi si ¢ avuta diminuzione 
di esso. 


COLESTEROLEMIA TOTALE 


0 2 4 60 80 100 120 140 160 180 200 220 mg % 


I valori medi sono: 


Cirrosi epatica: prima del trattamento mg 195%, 
dopo il trattamento mg 185% con una diminu- 
zione del 5% circa. 


Epatiti croniche: prima del trattamento mg 197%, 
dopo il trattamento mg 214% con un aumento 
percentuale del 3% circa. 


Epatiti acute itterigene : prima del trattamento mg 196% ; 
dopo il trattamento mg 201 % con un aumento per- 
centuale del 2,5% circa. 
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Per quanto riguarda invece il colesterolo 
esterificato e pitt precisamente il coefficiente 
di esterificazione i del colesterolo 
totale allo stato di estere) esso, in tutti i casi 
di cirrosi esaminati prima del trattamento, 
é risultato inferiore al 60%, cifra minima 
normale, mentre ha superato tale valore nel 
30% delle epatiti croniche e nel 15 % delle 
epatiti acute itterigene. 

Dopo il trattamento con acido orotico od 
orotato si é osservato un aumento pili o meno 
sensibile di tale coefficiente raggiungendo o 
superando il valore del 60% nel 15% delle 
cirrosi, nell’80% delle epatiti croniche ¢ nel 
75% delle epatiti acute itterigene. 


PERCENTUALE DI ESTERIFICAZIONE 
DEL COLESTEROLO TOTALE 


0 10 20 30 #0 SO 60 70 
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I valori medi sono: 


Cirrosi epatica: prima del trattamento mg 46,8%, 
dopo il trattamento mg 50% con un aumento 
percentuale del 7% circa. 


Epatiti croniche: prima del trattamento mg $7,8 %,» 
dopo il trattamento mg 65,3% con un aumento 
percentuale del 13% circa. 


Epatiti acute itterigene : prima del trattamento mg $7%, 


dopo il trattamento mg 63% con aumento percen- 
tuale del 10% circa. 
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PIRUVICEMIA E CHETONEMIA 


L’acido piruvico ematico é risultato au- 
mentato, sebbene non di molto, in tutti i casi 
di epatopatie esaminati (i valori normali con 
la metodica utilizzata oscillano da 3 a 11 mg %). 
Il trattamento con acido orotico od orotato 
ha determinato una pit o meno sensibile 
riduzione di esso; solo in un caso di cirrosi 
epatica (caso n. 17) e di epatite acuta itterigena 
(caso n. &) si € avuto un modesto aumento 
del valore della piruvicemia presente prima 
del trattamento. 


In cifre medie abbiamo: 


Cirrosi epatica: prima del trattamento nel 100% dei 
casi valori superiori al massimo normale, dopo il 
trattamento solo nel 35 % dei casi si aveva un valore 
superiore agli 11 mg %; valore medio prima del 
trattamento mg 16%, dopo il trattamento 11,4 % 
con diminuzione percentuale del 23% circa. 


Epatite cronica: prima del trattamento valore supe- 
riore a mg 11% nel 100% dei casi; in nessun caso 
dopo il trattamento. Valore medio prima del tratta- 
mento mg 15,4%, dopo mg 8,9% con diminu- 
zione percentuale del 43% circa. 

Epatiti acute itterigene: prima del trattamento valore 
superiore a mg 11% nel 100% dei casi, dopo il 
trattamento nel 75 % dei casi. Valori medi prima del 
trattamento mg 16,4 %, dopo il trattamento mg 14% 
con diminuzione percentuale del 15% circa. 


Comportamento quasi del tutto identico ha 
presentato la chetonemia. Infatti in tutti i 
casi esaminati si é ottenuto un valore della 
chetonemia superiore a mg 3% (con la nostra 
metodica i valori normali oscillano tra 1 e 
3mg %). Dopo il trattamento si é riscontrata 
una sensibile diminuzione e precisamente: 
Cirrosi epatica: chetonemia superiore a 3 mg % nel 
100 % dei casi, dopo il trattamento solo nel 40% dei 
casi era superiore ai 3 mg %; in cifra media prima 
del trattamento mg 3,9%, dopo il trattamento mg 
3,1% con una diminuzione percentuale del 20% circa. 


Epatiti croniche: anche qui chetonemia superiore ai 
3mg % nel 100% dei casi, dopo il trattamento solo 
nel 30% sié avuto un valore superiore ai 3 mg %. 
In cifre medie prima del trattamento 4 mg %, 
dopo il trattamento 2,7 mg % con diminuzione 
percentuale del 32 % circa. 


Epatiti acute itterigene: valore della chetonemia su- 
periore ai 3 mg % in tutti i casi studiati, dopo il trat- 
tamento solo nel 25% di essi, valore superiore a 
3mg %. In cifre medie prima del trattamento mg 
41%, dopo il trattamento mg 3% con diminu- 
zione percentuale del 27% circa. 


TABELLA III- Comportamento della piruvicemia e della 
chetonemia prima e dopo trattamento con orotato. 


Piruvicemia | Chetonemia 
N. in mg % in mg % 
casi — | 
| prima dopo prima dopo | 
| | 
CIRROSI EPATICA ASCITICA 
3 14,3 10,0 3.9 2,7 | 
| 4 16,6 9,2 } 3,8 2,8 
| 5 15,4 8,3 4,0 2,7 | 
| 6 14,2 | 6.4 357 2.3 | 
7 14,8 9,8 3,6 255 
8 16,3 11,0 453 3,1 
9 17,4 | 8,9 40 | 3,0 | 
10 | 4,0 | 2,8 
16,2 9,3 2,4 | 
12 15,2 | 8,5 
13 14,2 | 10,3 4.2 2,7 } 
14 14,6 9,2 4,1 2,3 
15 6.0 | 158 | 40 | 3,7 
16 20,0 19,7 | 39 «| 4,2 
17 15,0 38 | 36 | 49 
18 15,9 15,8 451 | 4.2 | 
19 17,3 16,8 | 3,6 3,8 
20 14,3 | 141 359 357 
Valore 
medio 16,0 | 11,4 3:9 | 3.1 
EPATITE CRONICA 
as 14,0 | 7,0 | 3,6 | 2,2 
14,9 6,3 4,2 2,6 
15,6 9,6 4,1 } 2,1 
43 2,4 
6 14,1 9:3 3>7 2,1 
16,2 6.5 3,9 2,5 
8 16,9 | 73 | 2,3 
9 14,5 | 4,0 | 40 | 4:2 
10 15,1 553 3,8 4,0 
Valore 
medio 15,4 8,9 4,0 | 2.7 
EPATITE ACUTA ITTERIGENA 
I 17,8 | 13,2 | 4,1 2,6 
2 15,2 11,0 3,9 2,4 
3 14,7 } 10,5 3.5 2,5 
4 16,8 | 14,7 430 | 2,6 
5 19,0 16,3 4.2 255 
6 17,5 | 15,8 44 | 2,9 
7 42 | 14,2 455 4,6 
8 16,3 16,8 | 3,9 4,1 
Valore 
medio 16,4 | 14,0 4.1 3,0 


| 
| 
| 
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CHETONEMIA 
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CONCLUSIONI 


Dal complesso delle osservazioni condotte 
in campo metabolico si deduce che l’acido 
orotico od il suo sale di potassio nelle varie 
forme di epatopatie prese in esame ha dimo- 
strato la capacita di influenzare beneficamente 
alcune costanti ematochimiche pitt o meno 
alterate dal processo morboso stesso. Questa 
azione é stata di massima pit evidente nelle 
forme di epatiti sia acute che croniche, rispetto 
a quella osservata nelle cirrosi; in linea di mas- 
sima poi é stata pit’ evidente nelle forme di 
epatite acuta itterigena rispetto a quella osser- 
vata nelle forme di epatite cronica. 

Cosi la protidemia totale ¢ aumentata del 
2,3% nelle cirrosi, del 2,6% nelle epatiti cro- 
niche e del 4,5% nelle epatiti acute itterigene, 
mentre per quanto riguarda l’albumina si é 
avuto rispettivamente aumento dell’ 8%, 6% 
€ 23%. Le gamma-globuline, nettamente au- 
mentate in tutte le forme morbose prese in 
esame, sono diminuite dell’ 8,5% nelle cirrosi, 
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PIRUVICEMIA 


mg % 
AC. PIRUVICO 


CRONICA 


@ 


del 13% nelle epatiti croniche e del 16% nelle 
epatiti acute itterigene. 


Per quanto riguarda il rapporto beta/alfa 


lipoproteine, nettamente aumentato nelle 
varie epatopatie, é diminuito del 10% nelle 
cirrosi, del 19% nelle epatiti croniche e del 
10% in quelle acute. 

Sensibili anche le modifiche della _piruvi- 
cemia e della chetonemia, entrambe aumen- 
tate, cosi nelle cirrosi epatiche si ¢ avuta dimi- 
nuzione del 23% della piruvicemia e del 
20% della chetonemia; she epatiti croniche 
rispettivamente diminuzione rf 33% e del 
32%; infine, nelle epatiti acute itterigene le 
diminuzioni sono state del 15% per la piruvi- 
cemia e del 27% per la chetonemia. 

Da quanto sopra esposto si rileva anche che 
delle varie alterazioni metaboliche riscontrate 
sono state pili intensamente influenzate dal 
trattamento terapeutico con acido orotico od 
orotato quelle del metabolismo dell’acido 
piruvico e dei corpi chetonici. 
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Il fatto che l’acido orotico si sia dimostrato 
pid attivo nelle epatiti croniche — alle 
cirrosi epatiche si comprende facilmente 
tenendo presente il differente tipo e grado 
di alterazioni anatomo-funzionali presenti 
nelle due forme morbose, che sono di gran 
lunga pitt profonde e meno regredibili nella 
cirrosi epatica. 

Il differente comportamento osservato poi 
nelle epatiti croniche ed acute itterigene si 
comprende anch’esso abbastanza facilmente 
tenendo presente da una parte la differente 
diffusione del processo morboso e dall’altra 
la differente evoluzione. 

Da quanto complessivamente da noi osser- 
vato in campo clinico e metabolico, che in 
arte conferma quanto gid acquisito nella 
si pud ritenere che l’acido orotico 
sia una sostanza di notevole interesse biochi- 
mico ¢ clinico-pratico che merita di essere 
ancora ulteriormente sperimentata nell’ uno 
e nell’altro campo. 

A nostro modo di vedere il campo pratico 
dove l’acido orotico pud trovare pit utile 
applicazione é quello delle epatopatie croniche 
e delle cirrosi epatiche, specie nelle forme 


iniziali. Il preparato certamente non é capace 
di modificare in modo sensibile la fatale evo- 
luzione della malattia cirrotica, ma la valuta- 
zione delle osservazioni cliniche e delle indagini 
di laboratorio ci porta a ritenere che I’acido 
orotico possa esplicare una benefica influenza 
terapeutica sul decorso di tali epatopatic. 


RIASSUNTO 


Gli AA. riferiscono sulle indagini di ordine clinico- 
-metabolico condotte in un gruppo di infermi affetti 
da varie forme di epatopatie, nei quali é stato sommi- 
nistrato acido orotico pe orotato di potassio. Le osser- 
vazioni condotte fanno rilevare, in linea di massima, 
una buona tolleranza al trattamento, che in circa la 
meta dei casi ha determinato un discreto aumento 
della diuresi, ed in quasi tutti gli infermi un miglio- 
ramento delle condizioni generali e della cenestesi. 
Le indagini metaboliche negli epatopazienti hanno 
dimostrato che I’acido orotico ed il suo sale sono 
capaci di influenzare beneficamente alcune costanti 
ematochimiche alterate dal processo morboso e 
questa azione benefica @ pit sensibile e costante 
nelle forme meno gravi di epatopatie. In base ai 
risultati ottenuti, gli AA. prospettano |’opportunita 
del trattamento con acido orotico od orotato di po- 
tassio nelle epatopatie. 


RESUME 
Observations clinico-métaboliques sur des malades du 


foie traités par Vacide orotique. 


Les auteurs rapportent les investigations d’ordre 
clinico-métabolique faites sur un groupe de malades 
atteints de diverses formes d’hépatopathies, et aux- 

uels a été administré l’acide orotique ou I’orotate 

e potassium. En général, les observations faites 
permettent de constater une bonne tolérance au 
traitement qui, dans presque la moitié des cas a 
déterminé une augmentation discréte de la diurése 
et chez presque tous les malades une amélioration 
de Vétat général et de la cénésthésie. Les in- 
vestigations métaboliques chez les malades du foie 
ont démontré que I’acide orotique et son sel sont 
capables d’influencer heureusement quelques cons- 
tantes hémato-chimiques, altérées par le processus 
morbide, et cette action bénéfique est plus sensible 
et constante dans les formes moins graves d’hépa- 
topathies. D’aprés les résultats obtenus, les auteurs 
envisagent l’opportunité du traitement des hépatopa- 
thies par l’acide orotique ou l’orotate de potassium. 


SUMMARY 


Clinical and metabolical observations in patients suffering 
from liver disease treated with orotic acid. 


The clinical and metabolical investigations carried 
out in a group of patients suffering from different 
forms of liver disease, to whom orotic acid or po- 
tassium orotate was administered, are reported. The 
treatment was generally well tolerated and was 
followed by a fair increase of the diuresis in about 
one half of the cases and by an improvement in 
general conditions and kinestesis almost in all the 
patients. The metabolical investigations have shown 
that orotic acid and its salt can favourably modify 
some blood chemical constants altered by the morbid 
process: this favourable action is more evident and 
constant in minor forms of liver disease. On the 
basis of the results obtained in this trial the use of 
orotic acid and potassium orotate in the treatment 
of liver disease is advocated. ° 


ZUSAMMENFASSUNG 


Klinisch-metabolische Beobachtungen bei mit Orotsdure 
behandelten Leberpatienten. 


Die Verfasser berichten iiber Untersuchungen 
klinisch-metabolischen Charakteres, die bei einer 
Gruppe von an verschiedenen Formen von Hepato- 
pathien erkrankten und mit Orotsdiure oder orot- 
sauerem Kalium behandelten Patienten durchgefiihrt 
wurden. Die durchgetiihrten Untersuchungen erlau- 
ben die allgemein gute Toleranz der Behandlung 
hervorzuheben, welche bei ungefahr der Hilfte der 
Fille eine miassige ErhGhung der Diurese und bei 
fast allen Patienten eine Besserung des Allgemein- 
zustandes und der Kinesthese bewirkte. Die meta- 
bolischen Untersuchungen bei den Leberpatienten 
haben bewiesen, dass die Orotsiure und ihr Salz 
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imstande sind, einige hamatochemische durch den 
krankhaften Zustand verinderte Konstante giinstig 
zu beeinflussen und, dass diese giinstige Wirkung 
bei den weniger schweren Formen von Hepato- 
pathien ausgesprochener und regelmissiger ist. Auf 
Grund der erhaltenen Resultate, heben die Ver- 
fasser die Zweckmissigkeit der Behandlung der 
Leberpatienten mit Orotsdure und orotsauerem Ka- 
lium hervor. 


RESUMEN 


Observaciones clinico-metabédlicas en enfermos del higado 
tratados con dcido orético. 


Los Autores dan a conocer las itniagaciones de 
orden clinico-metabdlico Ilevadas a cabo en un 
grupo de enfermos afectos de varias formas de he- 
patopatias a los cuales se suministré Acido ordédtico 
y orotato de potassio. Se observé, en general, una 
buena tolerancia al tratamiento que, en cerca de 
la mitad de los casos, determiné un discreto aumento 
de la diuresis y, en casi todos los enfermos, una 
mejoria de las condiciones generales y de la cene- 
stesia. Las investigaciones metabdlicas en los en- 
fermos del higado han demostrado que el Acido 
orético y su sal son capaces de ejercer una benéfica 
influencia sobre algunas constantes hematoquimicas 
alteradas por el proceso morboso siendo dicha 
accion benéfica mas sensible y constante en las for- 
mas menos graves de hepatopatias. En base a los 
resultados conseguidos los autores encaran la opor- 
tunidad del tratamiento con Acido orético y orotato 
de potasio en las hepatopatias. 
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Variazione dell’cttivita ottica dell’acido ascorbico 
e dell’acido iso-ascorbico col variare del pH 


G. NEBBIA - E. M. PIZZOLI 


In note precedenti é stata studiata la varia- 
zione dell’attivita ottica dell’acido ascorbico 
in funzione del pH (1) ed in base a tali dati 
é stata calcolata la prima costante di dissocia- 
zione (pK,) di questa .sostanza (2). 

Nella presente nota viene determinata la 
seconda costante di dissociazione dell’acido 
ascorbico. Viene inoltre descritta la variazione 
dell’attivita ottica in funzione del pH per 
l'acido iso-ascorbico ed in base ai risultati 
vengono calcolate le due costanti di dissocia- 
zione di questa sostanza. 

Come é noto, quasi contemporaneamente 
alla sintesi -dell’ ncido ascorbico (acido L-xilo- 
-ascorbico) furono descritte la preparazione e le 
proprieta (3, 4, 5, 6) dell’acido iso-ascorbico 
(acido D-arabo-ascorbico, acido eritorbico) 
che é uno stereoisomero dell’acido ascorbico 
differerido soltanto per la posizione del gruppo 
OH del quinto atomo di carbonio della mo- 
lecola. 

All’acido iso-ascorbico furono riconosciute 
subito proprieta riducenti analoghe a quelle 
dell'acido ascorbico e la sostanza fu proposta 
e studiata come sviluppatore fotografico (6, 
7, 8). Successivamente ha trovato impiego 
come antiossidante per alimenti (9) ed é stato 
fabbricato su scala industriale. L’acido iso- 
-ascorbico presenta soltanto 1/20 dell’attivita 
antiscorbutica, rispetto all’acido ascorbico 
(10, 11). 

Nella letteratura sono riportati alcuni valori 
per l'attivita ottica in soluzione acquosa, 
aggirantisi intorno a -16°, -18° (3, 4, 5, 6). 
L’attivita ottica specifica del sale potassico é 
Tiportata come + 91,8° (a cui corrisponde 


una attivita ottica specifica di + 112,5° per 
l'acido ascorbico in soluzione neutra). 

Le costanti di dissociazione dell’acido iso- 
-ascorbico sono state determinate per via elet- 
trometrica e spettrofotometrica da Carpéni 
(12, 13) che ha stabilito che la prima costante 
di dissociazione corrisponde a pK, 4,23, 
mentre la seconda costante di dissociazione 
corrisponde a pKg «circa 12». 

Col presente metodo polarimetrico é stato 
possibile determinare la seconda costante di 
dissociazione dell’acido iso-ascorbico con ap- 
prossimazione maggiore di quella ottenibile 
con i metodi spettrofotometrico ed elettro- 
metrico. 

Inoltre, date le divergenze fra i valori delle 
costanti di dissociazione ottenute per l’acido 
ascorbico dai diversi Autori, é stato possibile 
ottenere dei risultati paragonabili per le co- 
stanti di dissociazione dell’acido ascorbico 
e dell’acido iso-ascorbico che sono risultate, 
rispettivamente, corrispondenti a pK, 4,21 e 
4,08 e pK, 11,79 e II,32. 

Tali costanti pertanto non sono uguali ma 
quelle dell’acido iso-ascorbico risultano su- 
periori a quelle dell’acido ascorbico, cid che 
potrebbe permettere una revisione di alcune 
delle conclusioni apparse in passato nella 
letteratura (*). 


(*) T. H. James (8) ha scritto: ‘Finally the fact that ascorbic 
and isoascorbic acids show nearly equal rates (as photographic 
developers) in the caustic solution, in contrast to the observations 
at lower pH, favors diffusion as an important rate-determining 
factor. An alternative interpretation, that the second dissociation 
constant of isoascorbic acid is larger than that of ascorbic acid, 
is not supported by published data”. Come riferimento é citato 
il lavoro di Carpéni della nota (13). 
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PARTE SPERIMENTALE 


Materiale. Si & impiegato acido ascorbico puro 
per analisi. L’acido iso-ascorbico impiegato 
era di fabbricazione americana (**). 


Apparecchi. Le misure polarimetriche sono 
state effettuate con un saccarimetro a campo 
tripartito, con lampada gialla a vapori di 
ae alla temperatura di 25 + 1°. I risultati 
sono stati trasformati in attivita ottiche spe- 
cifiche. 

La misura del pH é stata effettuata per via 
elettrometrica con un apparecchio Beckman 
modello H-2 a elettrodo di vetro. 


RISULTATI E DISCUSSIONE 


I risultati sono contenuti nel grafico. Le 
attivita ottiche specifiche limiti sono risul- 
tate le seguenti: 


TABELLA I 


| 

| Calcolo della seconda costante di dissociazione dell’acido 
G@a=-—a 
| ascorbico, in base all’equazione: pK = pH + log o. —, 
| Cfr. nota (2). 


+ 120°; ag= + 146°; temperatura 25° 


pH [a] pK2 
11,0 + 123° 11,884 
11,2 + 125° 11,823 
11,4 + 128° 11,752 
11,6 + 130° 11,804 
11,8 + 134° 11,738 
12,0 + 136° 11,796 
12,2 + 139° 11,767 
12,2 + 139° 11,767 
12,4 + 141° 11,777 
| Media 11,792 


25 Calcolo della prima costante di dissociazione dell’acido 
iso-ascorbico. 
acido sale sale — @HA- + 119°; temperatura 25° 
libero monosodico bisodico 
acido ascorbico... + 21° + 120° + 146° | 3,0 ram” . 
acido iso-ascorbico — 17° + 119° + 166° | 
354 + 3,987 
Si sono considerati come valori dell’attivita | 
ottica in corrispondenza del sale bisodico | ; 

4,6 + 84° 4,140 
quelli, al di 1a di pH 13, che risultavano co- | Mie a pea 
stanti e riproducibili entro circa due ore dalla | 
preparazione della soluzione (dopo circa due | 
ore si comincia ad osservare un crescente Mite 4,087 


intenso imbrunimento). 

Le costanti di dissociazione sono state cal- 
colate dai dati sperimentali col metodo gia 
descritto (2). La tabella I riporta i calcoli 
effettuati e i risultati. La tabella II contiene 
i valori delle costanti di dissociazione del- 
lacido ascorbico riportate nella letteratura. 

Le forti differenze di attivita ottica in 
ambiente acido, neutro e alcalino si prestano 
ad una differenziazione fra l’acido ascorbico 
e l’acido iso-ascorbico o come criterio di 
purezza. 


(**) Il prodotto su cui si é operato é stato donato dalla Sumner 
Chemical Company di Zeeland, Michigan, U.S.A., che deside- 
riamo ringraziare. 
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Calcolo della seconda costante di dissociazione dell’acido 
iso-ascorbico. 


oHA- + 119°; ag= + 166°; temperatura 25° 


pli [4] pK2 
10,4 + 123° 11,431 
10,6 + 126° II, 357 
10,8 + 128° 11,424 
11,0 + 132° 11,418 
11,2 + 136° 11,417 
11,4 + 146° 11,269 
11,6 + 1§2° 11,227 
11,8 + 156° 11,231 
12,0 + 160° 11,164 

Media 11,326 


+150 4 


—— ACIDO ASCORBICO 
----- ACIDO ISO-ASCORBICO 


14 oH 
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4 
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TABELLA II. - Costanti di dissociazione dell’acido ascorbico. 


biblisefiee | Temperatura PKi | pK2 Metodo 
| 
(2) 20° 4,21 _ polarimetrico 
11,63 elettrometrico 
(r2) - 4525 circa 12 spettrofotometrico 
(14) 16-18° 4517 11,57 elettrometrico 
(15) | 16° 4,39 11,79 elettrometrico 
(16) | 22-23° 4,12 11,51 elettrometrico 
| 
(7) 29° 4,20 11,57 elettrometrico 
(18) 4,29 spettrofotometrico 


Pud essere inoltre interessante confrontare i 
precedenti risultati con quelli ottenuti da Lutz 
e Jirgensons (19) con gli aminoacidi. Nel caso 
degli aminoacidi questi Autori hanno osser- 
vato che si devono considerare appartenenti 
alla serie L i composti la cui attivita ottica 
diminuisce con il diminuire dell’acidita della 
soluzione e viceversa per la serie D. In altre 
parole negli aminoacidi della serie L(—) l’at- 
tivita ottica diventa meno negativa soppri- 
mendo la dissociazione del gruppo carbossilico; 
negli aminoacidi della serie L(+) l’attivita 
ottica diventa pili positiva sopprimendo la 
dissociazione del gruppo carbossilico, e cosi via. 

Nel caso dei composti presi in esame I’atti- 
vita ottica dell’acido D(—)arabo-ascorbico 
varia effettivamente secondo la precedente 
regola. Invece l’attivita ottica dell’acido L(+) 
diventa pit positiva con |’au- 
mentare della dissociazione det gruppo carbos- 
silico. Analogamente non seguono la regola 
l’acido D(—)gluco-ascorbico ([zJp — 14° in 
ambiente acido e— 89° in ambiente neutro [20]) 
e l’acido D(—)galatto-ascorbico ([z]p — 5,8° 
in ambiente acido (4) e — 85° in ambiente 
neutro [20]). La regola di Lutz e Jirgensons 
é seguita dall’acido D(+-) tartarico. 

I precedenti esempi mostrano che la regola, 
che é valida per gli aminoacidi e che permette 
di verificare l’appartenenza alla serie L o D 
anche di alcuni ossiacidi e ossi-aminoacidi (21), 
non é applicabile in generale agli ossiacidi con 
parecchi atomi di carbonio asimmetrici (22). 
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RIASSUNTO 


Vengono riportati i risultati delle misure della 
attivita ottica in funzione del pH per l’acido ascorbico 
e per l’acido iso-ascorbico. In base a tali risultati 
vengono calcolate le costanti di dissociazione di 
queste due sostanze ed i valori ottenuti vengono 
discussi in relazione ai valori noti dalla letteratura. 


RESUME 


Variation de l’activité optique de V’acide ascorbique et de 
Dacide iso-ascorbique par rapport a la variation du pH. 


Les auteurs rapportent les résultats des mesures de 
activité optique en fonction du pH pour l’acide 
ascorbique -et pour Il’acide iso-ascorbique. Sur la 
base de ces résultats les auteurs calculent les cons- 
tantes de dissociation de ces deux substances et 
discutent les valeurs obtenues par rapport aux valeurs 
connues par la littérature. 


SUMMARY 


Variations in optical activity of ascorbic acid and iso- 
-ascorbic acid following variations in pH. 


The results of measurements of the optical activity 
of ascorbic acid and iso-ascorbic acid at different pH 
are reported. On the basis of these results the disso- 
ciation constants of the two compounds are calculated 
and the obtained values are discussed in relation with 
the values known from the literature. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Anderung der optischen Aktivitat der Ascorbinsaure und 
der Isoascorbinsdure bei Anderung des pH. 


Es werden die Resultate der Messungen der opti- 
schen Aktivitaét in Funktion des bei Ascorbin- 
und Isoascorbinsiure wiedergegeben. Auf Grund 
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dieser Resultate werden die Dissoziationskonstanten 
dieser beiden Stoffe errechnet und die erhaltenen 
Werte in Bezug auf die von der Litteratur aus bekann- 
ten Werte besprochen. 


RESUMEN 


Variacion de la actividad dptica del dcido ascérbico y del 
dcido iso-ascérbico con el variar del pH. 


Se refieren los resultados de las medidas de la 
actividad dptica en funcién de pH para el Acido 
ascorbico y para el acido iso-ascérbico. Sobre la 
base de dichos resultados se calculan las constantes 
de desasociacién de esas dos substancias y se discuten 
los valores que se obtienen con relacién a los valores 
conocidos a través de la literatura. 
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